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resumo 
 
 
A oliveira, Olea europaea L., é uma árvore de fruto originária da região 
mediterrânica com elevado valor económico. O azeite tem sido cada vez mais 
reconhecido pelos seus efeitos benéficos na saúde, contudo, também nas 
folhas de oliveira são encontrados diversos compostos com atividade biológica 
como compostos fenólicos, ácidos gordos, terpenos, álcoois, esteróis, 
hidrocarbonetos, açúcares e minerais. No entanto, a composição das folhas de 
oliveira não é constante, dependendo de diversos fatores, nomeadamente 
fatores ambientais. Devido á exposição a diversos stresses abióticos, o 
metabolismo e a fisiologia das folhas de oliveira alteram-se para que a planta 
se adapte às novas condições. De modo a estudar o efeito de diferentes 
stresses abióticos nos perfis lipofílico e fenólico das folhas de oliveira, estas 
foram extraídas, com hexano, metanol ou etanol, logo após terem sido 
submetidas a tratamentos, em separado, de seca, choque térmico ou 
incidência de radiação elevada de UVB, e a todos os tratamentos em 
simultâneo e também após um período de recuperação. Posteriormente foram 
identificados os metabolitos presentes nos extratos obtidos recorrendo a 
técnicas de cromatografia (gasosa ou líquida) acoplada à espetrometria de 
massa. Pelo método do DPPH˙ foi avaliada a atividade antioxidante dos 
extratos obtidos. Foram identificados e quantificados um total de 44 
compostos. Entre eles, os flavonoides, secoiridoides e alcanos, sobretudo a 
oleuropeína, isómero de glucósido de luteolina e alguns alcanos de cadeia 
longa, foram os compostos maioritários presentes nas folhas de oliveira 
analisadas. Quando expostas aos diferentes stresses, verificou-se um 
aumento dos flavonoides, secoiridoides e ácido quínico logo após o tratamento 
de stresse/ou depois da recuperação. Já os alcanos, ácidos gordos, terpenos, 
açúcares, esteróis e derivados do ácido hidroxicinâmico não se alteraram ou 
sofreram uma diminuição. Os resultados sugerem que os flavonoides, 
secoiridoides e ácido quínico desempenham um papel importante na resposta 
ao stress abiótico. A aplicação de diferentes tratamentos de stress pode ser 
uma forma interessante de controlar a produção de compostos fenólicos com 
interesse industrial e farmacêutico. 
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Abstract Olive tree, Olea europaea L., is a fruit tree with origin in the Mediterranean 
region. This species has a high economic value. Olive oil has been increasingly 
recognized for its health benefits. Moreover, olive leaves also presents several 
compounds with biological activity, such as phenolic compounds, fatty acids, 
terpenes, alcohols, sterols, hydrocarbons, sugars and minerals. However, due 
to environmental factors the metabolism and physiology of olive leaves change 
in order to adapt to the new conditions.  To understand the effect of abiotic 
stresses in lipophilic and phenolic profile of olive leaves, metabolites were 
extracted (with hexane, methanol or ethanol) from olive leaves after the 
exposure to drought, heat, or enhanced UV-B radiation, applied separately and 
simultaneously, or after a period of stresses recovery. Metabolites were 
identified and quantified by chromatography (gas or liquid) coupled with mass 
spectrometry. By using the DPPH˙ method it was determined the antioxidant 
activity of the extracts. Were identified a total of 44 metabolites. The results 
indicate that the flavonoids, the secoiridoids and the alkanes, especially 
oleuropein, luteolin glucoside isomer and some long chain alkanes, are the 
major compounds of olive leaves. An increase of flavonoids, secoiridoids and 
quinic acid was verified after stress treatments and/or recover. However, the 
alkanes, fatty acids, terpenes, sugars, sterols and hydroxycinnamic acid were 
maintained or decreased. The results suggest that the flavonoids, secoiridoids 
and quinic acid play an important role in abiotic stress response. The 
application of different stress treatments can be an interesting way to control 
the production of compounds with industrial and pharmaceutical interest, like 
phenolic compounds. 
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INTRODUÇÃO 
1. Olea europaea L. 
A oliveira, Olea europaea L. (figura 1), é uma árvore de fruto nativa do 
Mediterrâneo, trata-se da espécie mais popular pertencente ao género Olea. É uma árvore 
de grande longevidade e amplamente distribuída, uma vez que se trata de uma cultura 
muito resistente à seca e a doenças (Eurostat, 2015). Existem diversas variedades de 
oliveira, sendo a Galega, Cobrançosa, Maçanilha, Carrasquenha, Redondil, Blanqueta, 
Azeiteira, Cordovil, Madural, Negrinha e Verdeal as variedades típicas de Portugal (Gemas 
et al., 2004). Cada variedade tem características diferentes, diferindo entre elas a 
capacidade de adaptação e resistência a vários stresses, nomeadamente variação de 
temperatura, seca e exposição a radiação (Gemas et al., 2004). 
 
Figura 1. Olea europaea L. e respetiva folhagem 
 
A oliveira é uma das principais culturas a nível nacional a par com o milho, a batata 
e a maçã (INE, 2014). A área de olival em Portugal corresponde a mais de 335 mil hectares 
e cerca de 4,65 milhões de hectares na Europa, onde mais de 99% da produção se 
concentra em Espanha, Itália, Grécia e Portugal (Eurostat, 2015; INE, 2014). A oliveira é 
uma das mais importantes e antigas culturas, conhecida pelo seu fruto e, sobretudo, pelo 
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seu óleo, o azeite. A oliveira é cada vez mais reconhecida e valorizada desempenhando um 
importante papel na economia nacional, estando Portugal, em 2016, no quarto lugar dos 
maiores fornecedores de azeite a nível mundial (International Olive Council, 2016). 
O azeite tem demonstrado ser um alimento com benefícios para a saúde, 
nomeadamente a nível cardiovascular (Estruch et al., 2013). Existem estudos que 
demonstram também que a integração do azeite na dieta tem benefícios no controlo da 
diabetes, bem como propriedades antioxidantes, anti-inflamatórias e anticancerígenas 
(Ceriello et al., 2014). Devido aos benefícios para a saúde que lhe são associados, a 
Organização Mundial de Saúde recomenda o consumo de azeite e outras gorduras 
insaturadas em detrimento das gorduras saturadas (WHO, 2015). 
A azeitona de mesa é também um produto importante obtido da oliveira, 
desempenhando similarmente um papel significativo na economia. Os grandes produtores 
e exportadores mundiais deste fruto concentram-se na Europa, estando Portugal em 
terceiro lugar no ranking de exportação, depois de Espanha e Grécia (International Olive 
Council, 2012). 
Além do fruto e do óleo dele obtido, também as folhas da oliveira têm grande 
aplicabilidade como infusões ou extratos, na medicina, e nas indústrias farmacêutica, 
cosmética e alimentar. Na medicina tradicional, as folhas de oliveira são desde há muito 
usadas no tratamento de várias doenças tais como diabetes, doenças cardiovasculares e no 
combate a infeções, efeitos que têm vindo a ser cientificamente comprovados (Ben Salem 
et al., 2015). 
A nível alimentar, as folhas podem estar presentes na extração do óleo das 
azeitonas, conferindo ao azeite um aumento dos compostos antioxidantes, aumentando a 
estabilidade do produto, mantendo a sua qualidade e características sensoriais (Sonda et 
al., 2014).Também os extratos obtidos a partir das folhas de oliveira podem ser usados na 
prevenção da oxidação de outros óleos e apresentam-se como uma potencial fonte de 
antioxidantes a ser incorporada em embalagens de alimentos perecíveis (Bouaziz et al., 
2008; Marcos et al., 2014). 
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2. Metabolitos presentes nas folhas de oliveira 
O interesse das folhas de oliveira deve-se sobretudo aos metabolitos secundário 
snelas presentes que lhes conferem benefícios para a saúde, o que valoriza cada vez mais 
este subproduto. A presença e quantidade de certos metabolitos nas folhas de oliveira não é 
constante, dependem da variedade, da região em que se encontra, doestado de 
desenvolvimento, entre outros (Brahmi et al., 2014; Guinda et al., 2010; Malheiro et al., 
2016; Taamalli et al., 2012). Já a composição dos extratos depende ainda dos métodos e 
condições de extração utilizadas (Taamalli et al., 2012). Nas folhas estão presentes 
diversos metabolitos, como compostos fenólicos, ácidos gordos, terpenos, álcoois, esteróis, 
hidrocarbonetos alifáticos e aromáticos, açúcares e minerais. 
 
2.1. Compostos fenólicos 
Os compostos fenólicos são metabolitos secundários das plantas que lhes conferem 
alguma proteção e contribuem para as características sensoriais dos seus produtos 
(Andrewes et al., 2003).Nas folhas de oliveira estão presentes uma grande diversidade de 
compostos fenólicos, como secoiridoides, flavonoides, lenhanos, fenóis simples e 
derivados do ácido cinâmico (Fu et al., 2010; Kiritsakis et al., 2010). 
Nos extratos de folhas de oliveira, o composto fenólico que mais se destaca por ser 
o mais abundante é a oleuropeína (Fu et al., 2010; Kiritsakis et al., 2010; Pereira et al., 
2007). A oleuropeína, cuja estrutura se encontra representada na figura 2, pertence ao 
grupo dos secoiridoides. Além da oleuropeína também estão nas folhas algunsdos seus 
glucósidos ederivados (Fu et al., 2010; Kiritsakis et al., 2010). 
 
 
Figura 2. Estrutura da oleuropeína. 
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O hidroxitirosol, representado na figura 3, é o fenol simples presente nas folhas de 
oliveira que tem sido mais descrito (Fu et al., 2010). Este composto tem como percursores 
a oleuropeína e seus derivados. 
 
OH
OH
OH  
Figura 3. Estrutura do hidroxitirosol. 
 
Os flavonoides são outro grupo de compostos fenólicos identificados nos extratos 
de folhas de oliveira. Neste grupo encontram-se compostos como a rutina, apigenina, 
apigenina-7-O-glicósido,glicósidos de luteolina e quercetina, representados na Figura 4 (Fu 
et al., 2010; Kiritsakis et al., 2010; Meirinhos et al., 2005; Pereira et al., 2007). 
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A. R1 = H; R2 = H; R3 = H; R4 = glucose 
B. R1 = H; R2 = OH; R3 = H; R4 = glucose 
C. R1 = glucose; R2 = OH; R3 = H; R4 = H 
D. R1 = H; R2 = OH; R3 = OH; R4 = H 
Figura 4. Estruturados flavonoides presentes no extrato das folhas de oliveira: apigenina-7-O-glicósido (A), 
luteolina-7-O-glicósido (B),luteolina-4’-O-glicósido(C) e quercetina (D). 
 
No grupo de derivados do ácido cinâmico fazem parte dois isómeros, verbascósido 
(ou acteósido) e isoacteósido, e o ácido para-cumárico (Fu et al., 2010; Kiritsakis et al., 
2010; Pereira et al., 2007). A estrutura de ambos os compostos encontra-serepresentada na 
Figura 5. 
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Figura 5. Estrutura dos derivados do ácido cinâmico encontrados na folha de oliveira:verbascósido 
(A),isoacteósido(B) e ácido para-cumárico (C). 
 
Por fim, entre os compostos fenólicos, é possível ainda detetar nas folhas de 
oliveira a presença de ácido cafeico, representado na Figura 6 (Meirinhos et al., 2005; 
Pereira et al., 2007). 
 
OH
OH
O
OH
 
Figura 6. Estruturado ácido cafeico. 
 
 
 6  
 
2.2. Ácidos gordos 
Nas folhas de oliveira foram identificados diversos ácidos gordos, sendo esta uma 
interessante fonte de ácidos gordos polinsaturados. Na verdade, enquanto no azeite o ácido 
gordo predominante é o ácido oleico (C18:1), que é monoinsaturado, nas folhas predomina 
o ácido linolénico (C18:3), um ácido gordo ómega 3 polinsaturado (Cavalheiro et al., 
2015). 
Além dos ácidos linolénico e oleico, também se encontram grandes quantidades de 
ácido palmítico (C16:0), que é um ácido gordo saturado (Cavalheiro et al., 2015). Outros 
ácidos gordos saturados presentes em menores quantidades são o ácido esteárico (C18:0), o 
ácido mirístico (C14:0) e o ácido araquídico (C20:0). 
 
2.3. Terpenos 
Os terpenos conferem algumas propriedades benéficas às folhas. São encontrados, 
sobretudo, cinco compostos terpénicos pentacíclicos, ácido oleanólico, ácido maslínico, 
ácido ursólico, uvaol e eritradiol, e também as vitaminas A e E (Guinda et al., 2010; 
Issaoui et al., 2014; Olmo-García et al., 2016; Tabera et al., 2004). Pode também ser 
identificado o ácido betulínico, representado na Figura 7, no entanto, este ácido terpénico 
está apenas presente nos primeiros tempos de vida da planta (Guinda et al., 2010).  
 
OH
OH
O
 
Figura 7. Estrutura do ácido betulínico. 
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O ácido oleanólico é o terpeno que se encontra em maior quantidade nas folhas de 
oliveira (Guinda et al., 2010, 2015; Olmo-García et al., 2016; Romero et al., 2016). 
Seguem-se o ácido maslínico e o ácido ursólico (Guinda et al., 2010, 2015; Olmo-García et 
al., 2016). Todos estes compostos são ácidos terpénicos e a sua estrutura encontra-se 
representada na Figura 8. 
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OH
 
A    B    C 
Figura 8. Estrutura dos ácidos terpénicos encontrados no extrato de folhas de oliveira: ácido oleanólico (A), 
ácido ursólico (B) e ácido maslínico (C). 
 
O uvaol e o eritrodiol são dois diálcoois terpénicos representados na Figura 9. Estes 
terpenos são percursores na biossíntese dos ácidos oleanólico e ursólico e, geralmente, 
estão presentes nas folhas em menor quantidade (Guinda et al., 2010, 2015; Olmo-García 
et al., 2016).  
OH
OH
OH
OH
 
A    B 
Figura 9. Estrutura dos diálcoois presentes nas folhas de oliveira: uvaol (A) e eritrodiol (B). 
 
Nas folhas podem encontrar-se também uma forma da vitamina E e um percursor 
da vitamina A, respetivamente α-tocoferol e β-caroteno, representados na Figura 10. A 
vitamina E corresponde a oito compostos diferentes, tocoferóis e tocotrienóis, que ocorrem 
naturalmente nas plantas. O α-tocoferol é a forma da vitamina E encontrada em extratos de 
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folhas de oliveira e corresponde à forma mais ativa desta vitamina (Issaoui et al., 2014; 
Tabera et al., 2004). A vitamina A corresponde a três retinóides e tem duas pró-vitaminas, 
sendo o carotenóide β-caroteno a pró-vitamina precursora da vitamina A encontrada nas 
folhas de oliveira (Tabera et al., 2004). 
 
O
OH
 A 
B 
Figura 10. Estrutura das vitaminas presentes no extrato das folhas de oliveira: α-tocoferol (A) e β-caroteno 
(B). 
 
2.4. Álcoois e esteróis 
Existem poucas referências na literatura onde é feita a identificação dos álcoois e 
esteróis presentes nas folhas de oliveira. Geralmente, tanto álcoois como esteróis estão 
presentes em concentrações mais elevadas no fruto do que na folha (Orozco-Solano et al., 
2010a). 
No que aos álcoois diz respeito, nas folhas encontram-se apenas álcoois com um 
número par de átomos de carbono. O álcool predominante nas folhas é o hexacosanol 
(C26H54O) (Orozco-Solano et al., 2010a, 2010b). Outro álcool que se destaca é o 
octacosanol ( C28H58O), devido às suas propriedades bioativas. Ainda estão presentes, em 
quantidades geralmente inferiores, os álcoois tetracosanol (C24H50O) e docosanol 
(C22H46O). 
Quanto aos esteróis presentes nas folhas, o β-sitosterol é o mais abundante, seguido 
do campesterol e estigmasterol, cujas estruturas se encontram representadas na Figura 11 
(Orozco-Solano et al., 2010a, 2010b). Mas estão também presentes menores quantidades 
de outros compostos como colesterol e Δ5- e Δ7-avenasterol. 
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OH OH  
 
A    B 
OH  
C 
Figura 11. Estrutura dos esteróis presentes nas folhas de oliveira:β-sitosterol (A), campesterol (B) e 
estigmasterol (C). 
 
2.5. Hidrocarbonetos 
Os hidrocarbonetos presentes nas folhas de oliveira são sobretudo alcanos 
(hidrocarbonetos alifáticos), importantes na constituição das ceras, e hidrocarbonetos 
aromáticos. Sabe-se que a presença de alcanos difere bastante entre a folha e o fruto 
(Mihailova et al., 2015). No fruto a composição de alcanos varia ao longo do 
amadurecimento, predominando, no fruto maduro, alcanos de cadeia curta, enquanto nas 
folhas a composição é mais constante e predominam os alcanos de cadeia longa, pelo que 
os azeites produzidos na presença de folhas contêm mais alcanos de cadeia longa 
(Mihailova et al., 2015). 
Os alcanos presentes nos extratos de folhas de oliveira caracterizam-se pela longa 
cadeia de átomos de carbono que varia entre os24 e os 35 átomos de carbono (Issaoui et 
al., 2014; Mihailova et al., 2015). Verifica-se, no entanto, uma predominância dos 
homólogos ímpares com 29, 31 e 33 átomos de carbono, respetivamente, nanocosano 
(C29H60), untriacontano (C31H64) e tritriacontano (C33H68). Por outro lado existem, em 
menor quantidade hidrocarbonetos com cadeias pares de 30 e 32 átomos de carbono, 
triacontano (C30H62) e dotriacontano (C32H66). 
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Os hidrocarbonetos aromáticos presentes nos extratos de folhas de oliveira são três: 
tolueno e orto- e para-xileno (Malheiro et al., 2016). O tolueno encontra-se em 
quantidades muito superiores às dos restantes hidrocarbonetos aromáticos. 
 
2.6. Açúcares 
As folhas são o local onde predominantemente se realiza a fotossíntese, ou seja, é o 
local onde são produzidos os açúcares. Estes compostos são não só uma fonte de energia e 
precursores de outros compostos mas também são um importante constituinte da parede 
celular e fazem parte dos solutos que contribuem para o ajuste osmótico (Gómez-González 
et al., 2010).Os açúcares predominantes nas folhas incluem dois monossacarídeos e um 
poliol, respetivamente, glucose, frutose e manitol (Gómez-González et al., 2010; Romero 
et al., 2016; Romero-García et al., 2016). Foram também descritos outros componentes 
importantes como celulose (polímero de glucose) e açúcares hemicelulósicos (não 
estruturais) como arabinose, galactose e xilose (Romero-García et al., 2016). Na Figura 12 
encontram-se representados os açúcares referidos. 
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A  B  C  D  E  F 
Figura 12. Estruturados açúcares presentes no extrato das folhas de oliveira: glucose (A), frutose (B), 
arabinose (C),galactose (D), xilose (E), manitol (F). 
 
2.7. Minerais 
Além de todos os compostos acima referidos, também os minerais estão presentes 
nas folhas em quantidades apreciáveis. Os minerais podem ser divididos em dois grupos os 
macroelementos e os microelementos. No primeiro grupo encontra-se o azoto, fósforo, 
potássio, cálcio e magnésio, o segundo refere-se ao ferro, zinco, cobre e manganês 
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(Cetinkaya et al., 2016). Apesar de ser necessário verificar a biodisponibilidade dos 
minerais, é sabido que 50 g de folhas de oliveira contêm 100% da dose diária recomendada 
de ferro e de cobre e contém também quantidades relativamente elevadas de outros 
minerais como cálcio e manganês (Cavalheiro et al., 2015).  
 
3. Benefícios dos compostos presentes nos extratos das folhas de oliveira 
Devido aos metabolitos presentes nas folhas, os seus extratos apresentam 
propriedades que lhes conferem um valor muito elevado. Os compostos fenólicos, os 
ácidos gordos, os terpenos, as vitaminas e pró-vitaminas e até os açúcares são compostos 
que conferem aos extratos das folhas algumas vantagens biológicas. 
Os compostos fenólicos são os principais responsáveis pelos benefícios 
antioxidantes encontrados nos extratos de folhas de oliveira, sobretudo devido ao seu 
elevado poder redutor (Kiritsakis et al., 2010; Kontogianni e Gerothanassis, 2012). Esta 
propriedade permite que os extratos de folhas sejam utilizados como ingrediente alimentar, 
natural e seguro, que previne a oxidação lipídica (Leonardis et al., 2008). Salta et al. 
(2007),  Bouaziz et al. (2008) e Botsoglou et al. (2014)demonstraram que a adição de 
extratos de oliveira ricos em oleuropeína, hidroxitirosol e quercetina aumenta a 
estabilidade oxidativa dos óleos e carne. A oxidação dos lípidos presentes nos óleos 
propaga-se por reações em cadeia que podem ser inibidas pelos compostos das folhas de 
oliveira (Salta et al., 2007). A adição de extratos de folhas a azeites aumenta os níveis de 
oleuropeína e em geral favorece as suas características nutracêuticas (Pacetta, 2013). 
Estudos demonstraram que a adição de folhas de oliveira na ração de animais tem um 
impacto positivo na qualidade microbiológica da carne obtida, devido à ação da 
oleuropeína e hidroxitirosol (Marangoni et al., 2015). Os extratos de folhas de oliveira 
podem também ser usados na indústria alimentar, nomeadamente no fabrico de salsichas, 
melhorando também a qualidade microbiológica, a estabilidade da cor e o tempo de 
prateleira (Alirezalu et al., 2016). 
A atividade antimicrobiana dos compostos fenólicos do extrato das folhas de 
oliveira foi demonstrada contra alguns fungos e bactéria, responsáveis por infeções 
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intestinais e respiratórias (Leonardis et al., 2008; Pereira et al., 2007). Existem ainda 
estudos que demonstram a eficácia do extrato das folhas rico em oleuropeína, ácido oleico 
e hidroxitirosol na inibição da infeção e transmissão do vírus HIV-1, em parte devido à 
indução da apoptose celular, mas também revertendo os danos causados pelo vírus a nível 
da expressão de genes envolvidos nas vias sinalizadoras de sobrevivência, morte, 
diferenciação e proliferação celular (Lee-Huang et al., 2003). 
Além da atividade antioxidante, extratos das folhas de oliveira ricos em compostos 
polifenólicos têm ainda alguns benefícios metabólicos, devido ao seu efeito anti-
inflamatório, o que torna o extrato num componente da dieta benéfico e saudável (Jemai et 
al., 2008; Poudyal et al., 2010). Existem estudos, in vivo, que comprovam que a ingestão 
de extrato de folhas de oliveira trás benefícios a nível da regulação da glucose, da 
deposição de gordura e da concentração de LDL e colesterol total, bem como a nível da 
redução da peroxidação lipídica, mesmo em dietas contendo um elevado teor de gordura e 
hidratos de carbono (Jemai et al., 2008; Poudyal et al., 2010). Esta ação deve-se sobretudo 
aos compostos oleuropeína, aglicona da oleuropeína e hidroxitirosol (Jemai et al., 2008). A 
oleuropeína é também descrita como sendo responsável por fortificar o sistema imunitário 
através da estimulação da produção de macrófagos (Galli e Caruso, 2002). No mercado 
encontram-se disponíveis suplementos alimentares (comprimidos) ricos em oleuropeína 
proveniente de folhas de oliveira, é o caso da marca Solgar. 
O extrato de folhas de oliveira apresenta também algum potencial anticancerígeno 
contra diferentes tipos de células cancerígenas, nomeadamente cancro da mama, do colon e 
leucemia (Abaza et al., 2007; Anter et al., 2011; Taamalli et al., 2012). O efeito 
anticancerígeno deve-se sobretudo à presença de apigenina, oleuropeína e luteolina (Abaza 
et al., 2007; Anter et al., 2011). Enquanto a apigenina e a oleuropeína regulam a 
diferenciação celular, a luteolina promove a apoptose (Abaza et al., 2007; Anter et al., 
2011). Em outros estudos, a luteolina é também referida como tendo uma grande atividade 
antialérgica (Sabry, 2014). 
Os ácidos gordos polinsaturados apresentam grandes benefícios na saúde humana. 
Tanto a nível da prevenção de doenças cardiovasculares como a nível da regulação da 
inflamação de adipócitos, associada à obesidade (Maehre et al., 2015; Wang e Huang, 
2015). O ácido linolénico trata-se de um ácido gordo ómega 3proveniente das plantas, 
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presente também nas folhas de oliveira. A sua ingestão ajuda na regulação dos níveis de 
triglicéridos e ácidos gordos no plasma, bem como no controlo da pressão arterial (Sala-
Vila et al., 2016; Zhao et al., 2016). 
Os terpenos também apresentam boas propriedades biológicas, contribuindo 
tambémpara a atividade antioxidante das folhas de oliveira (Allouche et al., 2010). O uvaol 
e o eritradiol destacam-se pelo potencial na diminuição da formação de trombos (Allouche 
et al., 2010). O ácido maslínico é também responsável por reduzir a neuroinflamação em 
astrócitos corticais in vitro através da inibição da via de transdução de sinal do fator 
nuclear kappa B (FN-kB) (Huang et al., 2011).Já o ácido oleanólico intervém na 
estabilização dos níveis de glucose, através da regulação dos níveis de insulina e da 
inibição da enzima α-glucosidase (Castellano et al., 2016). 
Os terpenos encontrados nas folhas de oliveira também têm uma potencial 
aplicação no combate a diversos tipos de cancro, nomeadamente cancro do colon e da 
mama, onde ensaios in vitro demonstraram os efeitos anticancerígenos, antiproliferativos e 
na redução dos danos no DNA (Allouche et al., 2011; Rufino-Palomares et al., 2013). O 
eritradiol e o ácido maslínico promovem a apoptose, devido à sua atuaçãona expressão de 
proteínas do citoesqueleto e de proteínas que regulam a apoptose (Bcl-2, Bax, citocromo c 
e caspases 9 e 3) (Allouche et al., 2011; Rufino-Palomares et al., 2013). Já o uvaol e o 
ácido oleanólico induzem a paragem do ciclo celular (Allouche et al., 2011). 
As vitaminas são compostos essenciais no organismo para o desempenho das 
funções fisiológicas. A vitamina A, uma das vitaminas presentes nas folhas de oliveira, 
está geralmente associada á visão e diferenciação das células epiteliais (Green e Fascetti, 
2016). Por outro lado, a vitamina E é conhecida sobretudo devido à sua capacidade 
antioxidante, sendo as suas funções descritas por Traber e Atkinson (2007). 
O octacosanol apresenta alguns efeitos bioativos sem no entanto apresentar 
toxicidade, tendo potencial no tratamento de algumas patologias (Wang et al., 2010). Este 
composto tem efeito no alívio da dor, da inflamação e na redução do triacilglicerol 
comprovados in vivo (Oliveira et al., 2012). Além disso, o octacosanol é um possível 
agente no tratamento da doença de Parkinson, devido ao seu efeito neuroprotetorque 
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previne a apoptose dos neurónios dopaminérgicos, que é a causa da doença (Wang et al., 
2010). 
Os esteróis presentes nas plantas são conhecidos pelo efeito na redução do 
colesterol e do LDL. É também sabido que a sua atuação na redução do colesterol se deve 
à proximidade da estrutura destes esteróis e a do colesterol, assim ambos são incorporados 
em micelas para permitir a absorção o que cria uma competitividade pela ligação à micela 
reduzindo a absorção do colesterol em prol da absorção dos esteróis (Marangoni e Poli, 
2010). 
Outro composto presente nas folhas de oliveira que lhes dá alguma vantagem é o 
manitol. O manitol é um poliol derivado de açúcar presente em quantidades significativas 
nas folhas de oliveira, podendo ter aplicabilidade na indústria como adoçante de baixas 
calorias (Guinda et al., 2015). 
Devido a todas estas propriedades bioativas apresentadas pelo extrato de folhas de 
oliveira, este extrato pode ser incorporado diretamente na dieta ou usado como fonte de 
alguns compostos bioativos. No entanto, há que ter em atenção a quantidade e 
concentração do extrato uma vez que contém compostos fenólicos e terpenos que podem 
apresentar também alguma atividade citotóxica, quando administrados em doses mais 
elevadas. 
 
4. Impacto de stresses abióticos no metabolismo das folhas de oliveira 
As plantas estão sujeitas às condições ambientais que podem afetar o seu 
desenvolvimento. Fatores físico-químicos como temperatura, quantidade de água 
disponível (excesso ou défice), radiação incidente, salinidade, têm influência no 
metabolismo das plantas e desempenham um papel importante na sua distribuição 
(Monteiro-Henriques e Espírito-Santo, 2011). Alterações repentinas no clima podem afetar 
a fauna e flora de uma dada região e requerem respostas rápidas por parte das plantas de 
forma a sobreviverem (Monteiro-Henriques e Espírito-Santo, 2011; Pachauri et al., 2015). 
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Portugal tem um clima tipicamente mediterrânico ao qual a oliveira, como planta 
típica desta região, se encontra adaptada. No entanto, prevê-se que, tal como tem vindo a 
acontecer nas últimas décadas, continuem a ocorrer alterações no clima, nomeadamente na 
temperatura, na incidência de radiação UV e na precipitação e secas (Pachauri et al., 2015). 
Estas mudanças implicam a adaptação das plantas, nomeadamente a nível metabólico com 
consequente modificação na produção e presençade metabolitos na planta (Monteiro-
Henriques e Espírito-Santo, 2011). Assim é esperado que, com a alteração dos fatores 
abióticos, o teor dos metabolitos seja afetado. 
 
4.1. Seca 
A água é um composto essencial à vida uma vez que é indispensável para que 
ocorram inúmeras reações metabólicas. Trata-se de um composto muito abundante no 
planeta Terra, no entanto a água doce corresponde apenas a 2,5%, dos quais 
30,8%correspondem à água doce na forma sólida, 68,9% encontram-se em lençóis 
freáticos e pântanos e os restantes 0,3% correspondem à água disponível em lagos e rios 
(Franks, 2000). 
As alterações climáticas têm conduzido a alterações no ciclo hídrico (Franks, 
2000). Existem previsões de que haverá uma diminuição da precipitação e na 
disponibilidade de água, sobretudo no sul do país, o que leva ao aumento das secas e do 
stress hídrico (Mourato et al., 2015).A seca e o stress hídrico afetam a viabilidade das 
plantas que, devido às suas capacidades de adaptação, podem conseguir resistir mesmo em 
condições adversas mantendo a produtividade à custa de alterações morfológicas, 
anatómicas, fisiológicas e bioquímicas. 
A oliveira é uma planta muito tolerante à seca, devido ao controlo da absorção e da 
transpiração através do desenvolvimento radicular e da diminuição da abertura estomática 
(Rossi et al., 2013). Estas adaptações permitem à oliveira manter a produção do fruto, 
mesmo com défice de água, no entanto, leva a uma perda da folhagem, uma vez que não há 
equilíbrio entre as folhas novas em desenvolvimento e as que caem (Gómez-del-Campo, 
 16  
 
2013).A nível metabólico também ocorrem alterações que permitem à oliveira adaptar-se à 
baixa disponibilidade hídrica. 
A falta de água provoca alterações nos ácidos gordos presentes nas folhas havendo, 
de modo geral, um aumento dos ácidos gordos insaturados, ou seja, no ácido linolénico e, 
simultaneamente, um decréscimo nos ácidos esteárico e oleico (Guerfel et al., 2008). 
Verificam-se também, a nível das folhas, uma diminuição no teor relativo em água e na 
taxa fotossintética e um aumento nos danos provocados pelo stress oxidativo, 
nomeadamente aumento da peroxidação lipídica e degradação de pigmentos (Bacelar et al., 
2006; Guerfel et al., 2009a, 2009b). Como defesa contra o stress oxidativo, a oliveira 
aumenta a concentração de fenóis totais, amido e proteínas solúveis, aumentando a 
atividade das enzimas antioxidantes (Ahmed et al., 2009; Bacelar et al., 2006; Ennajeh et 
al., 2009). Outros mecanismos desencadeados pela oliveira, que lhe conferem alguma 
tolerância à seca, são a acumulação de osmólitos no citoplasma, nomeadamente prolina e 
açúcares, como o manitol, que lhe permite regular a pressão osmótica, e ainda o aumento 
das ceras epicuticulares nas folhas, o que diminui a perda de água, aumentando a tolerância 
da espécie à seca(Ahmed et al., 2009; Bacelar et al., 2006; Ennajeh et al., 2009; Gómez-
González et al., 2010).  
 
4.2. Calor 
Em Portugal, as temperaturas, tanto as máximas como as mínimas, têm vindo a 
aumentar nas últimas décadas e tendencialmente continuarão a aumentar, observando-se 
maiores variações sobretudo nos meses de Verão (Ramos et al., 2011). No século XXI, 
espera-se um aumento mais acentuado nas temperaturas médias entre os anos 2070 e 2100 
(Ramos et al., 2011). 
Os estudos com satélites sugerem que estes aumentos de temperatura têm 
influenciado a altura de folhagem das florestas, verificando-se uma antecipação na data 
associada a um aumento da temperatura (Galán et al., 2005). Também no caso da oliveira 
se verifica uma antecipação na floração e na libertação de pólen (Galán et al., 2005). Estes 
não são os únicos parâmetros influenciados pela temperatura, é sabido que as atividades 
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fotossintética e metabólica das oliveiras são máximas num intervalo de temperaturas entre 
os 15 e os 30 ºC (Aguilera et al., 2014). Temperaturas elevadas aumentam o conteúdo de 
pigmentos (clorofilas a e b), provocam danos nas membranas e aumentam a atividade das 
enzimas antioxidantes nas folhas de oliveira (Koubouris et al., 2015). 
Os metabolitos presentes nas folhas de oliveira também sofrem alterações com o 
aumento da temperatura. A presença de ácidos gordos é modificada, diminuindo o 
conteúdo em ácidos gordos insaturados, sobretudo no ácido oleico, em oposição, a 
quantidade de ácido palmítico e esteárico aumenta (Nejad e Niroomand, 2007). 
 
4.3. Radiação UV 
A radiação UV é uma radiação cujo comprimento de onda varia entre 100 e 400 
nm. À radiação UV são atribuídos alguns efeitos nefastos, nomeadamente a nível da saúde 
humana, no entanto pode ter também efeitos benéficos, como a produção de vitamina D. A 
radiação UV que atinge a superfície da terra está relacionada com a camada de ozono, 
sobretudo no que diz respeito ao UVB (UNEP Environmental Effects Panel, 2010). Nas 
últimas décadas do século XX houve um aumento nos danos provocados na camada de 
ozono o que levou ao aumento dos níveis de UVB. Atualmente, a camada de ozono tem 
vindo a recuperar, no entanto, os níveis de UVB poderão manter-se elevados devido a 
outros fatores como nuvens, aerossóis e reflecção na terra. 
Apesar da radiação UVB ser necessária para as plantas (por exemplo para o 
controlo da expressão de alguns genes, nas atividades celulares e metabólicas ou no 
crescimento e desenvolvimento da planta), em excesso esta radiação afeta diversas 
características das plantas tanto físicas como bioquímicas. A incidência de radiação UVB 
conduz ao aumento do stress oxidativo, sobretudo no que diz respeito à peroxidação 
lipídica (Koubouris et al., 2015).O aumento da concentração de minerais (Na
+
, Cl
-
, K
+
 e 
Ca
2+
), açúcares/poliois (manitol), pigmentos (xantofilas) e da atividade de enzimas 
antioxidantes foi verificado em folhas de oliveira após exposição a quantidades elevadas de 
radiação UVB (Koubouris et al., 2015; Remorini et al., 2009). Outra resposta típica da 
oliveira quando exposta a quantidades elevadas de radiação UVB é a diminuição das 
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proteínas presentes nas folhas e também a alteração no metabolismo dos compostos 
fenólicos. Os flavonoides e os secoiridoides são os compostos fenólicos que mais 
aumentam devido à radiação UV, verificando-se maior alteração no metabolismo dos 
glucósidos de luteolina e algumas alterações no metabolismo do hidroxitirosol, no entanto, 
no que diz respeito aos glucósidos de apigenina, não se verificam diferenças (Liakopoulos 
et al., 2006; Liakoura et al., 1999; Remorini et al., 2009). Em geral estas alterações 
metabólicas induzidas pela radiação UVB têm como prepósito o combate a espécies 
reativas de oxigénio e controlo dos danos oxidativos (Koubouris et al., 2015; Remorini et 
al., 2009). 
   
5. Extração, identificaçãoe quantificação de compostos presentes em 
folhas de plantas 
5.1. Métodos de extração 
Os extratos das folhas de plantas podem ser obtidos a partir de diferentes métodos, 
os quais irão influenciar a composição final do extrato. A extração sólido-líquido 
convencional é um método simples que consiste na maceração da amostra na presença de 
um solvente líquido, estando a composição do extrato obtido relacionada com a amostra e 
o solvente utilizado (Rodríguez-Bernaldo de Quirós et al., 2010; Şahin et al., 2011). O 
rendimento deste tipo de extração varia consoante a concentração e volume do solvente e a 
agitação que é aplicada (Rodríguez-Bernaldo de Quirós et al., 2010). Também a 
temperatura tem influência no rendimento obtido. Um processo de extração a quente 
comumente utilizado é o método de soxhlet. O aumento do tempo e da temperatura de 
extração promovem melhores rendimentos, no entanto, também têm um impacto negativo 
na degradação de alguns compostos fenólicos (Rodríguez-Bernaldo de Quirós et al., 2010).  
O hexano, o metanol e o etanol são exemplos de solventes utilizados. Sendo o 
hexano um solvente apolar dissolve preferencialmente compostos apolares já o metanol e o 
etanol dissolvem preferencialmente compostos polares (Şahin et al., 2011). 
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5.2. Métodos de identificação e quantificação de compostos presentes no 
extrato de folhas 
A identificação de compostos pode ser realizada recorrendo, por exemplo, a 
técnicas de cromatografia, gasosa e líquida, acopladas a espectrometria de massa, 
respetivamente GC-MS e LC-MS.  
A cromatografia é um método de separação física em que os componentes são 
distribuídos por duas fases imiscíveis, a fase estacionária e a fase móvel, e são separados 
de acordo com a retenção no sistema (Ahuja, 2003).Os analitos voláteis presentes em 
solução são separados por cromatografia gasosa, já a cromatografia líquida é usada para 
separar os analitos polares, pouco voláteis ou termolábeis (Ahuja, 2003). Assim para a 
análise dos extratos de hexano pode ser usada a GC-MS, já a análise dos extratos de 
metanol e etanol pode ser feita com recurso à LC-MS. 
A volatilidade de alguns compostos pode ser aumentada através de reações de 
sililação, o que permite obter melhores resultados. A sililação consiste na substituição do 
hidrogénio dos grupos OH, SH ou NH pelo grupo sililo, como demonstrado na equação 
abaixo (Blau e Halket, 1993). Geralmente, os reagentes de sililação usados são derivados 
do trimetilsililo. 
R-OH + (CH3)3Si–X →  R–O–Si(CH3)3 + XH 
A cromatografia separa os componentes presentes em solução com base nos seus 
tempos de retenção sendo posteriormente detetados e identificados através da 
espectrometria de massa, permitindo obter o espetro de massa de cada produto isolado 
(Ahuja, 2003). No espectrómetro de massa, os analitos são ionizados e separados por 
interação com campos elétricos de acordo com a razão massa/carga (m/z) do ião formado e 
é feito o registo de iões para cada m/z (Ahuja, 2003). Todo o processo é controlado por 
computador. No final, obtém-se um cromatograma cujos picos relacionam a abundância 
com o valor m/z de cada componente da amostra (Ahuja, 2003). A partir da área de cada 
pico do cromatograma é possível quantificar cada componente (Ahuja, 2003). 
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Figura 13. Esquema de GC-MS e LC-MS 
 
5.3. Extração e quantificação de metabolitos de folhas de oliveira 
Os estudos realizados em folhas de oliveira focam principalmente os compostos 
fenólicos (Brahmi et al., 2014; Fu et al., 2010; Guinda et al., 2015; Meirinhos et al., 2005; 
Pereira et al., 2007). Em alguns desses trabalhos, a extração foi realizada a frio com 
metanol (Brahmi et al., 2014; Fu et al., 2010) ou com uma mistura de metanol e etanol 
(Romero et al., 2016) e os compostos fenólicos extraídos foram analisados por 
cromatografia líquida de elevada eficiência (HPLC) (Brahmi et al., 2014), ou HPLC 
acoplada a espectrometria de massa com ionização por electrospray e TOF (ESI-TOF-MS) 
(Fu et al., 2010), enquanto os ácidos triterpénicos foram analisados por LC com detetor de 
foto-díodos (DAD) (Olmo-García et al., 2016). Pereira et al. (2007) extraiu os compostos 
fenólicos a quente com água enquanto Meirinhos et al. (2005) utilizou metanol também a 
quente (45ºC). A análisedos extratos foi realizada por HPLC-DAD-MS (Meirinhos et al., 
2005; Pereira et al., 2007). No trabalho realizado por Guinda et al. (2015), os compostos 
fenólicos, açucares e polióis foram extraídos das folhas de oliveira também a frio com 
etanol e analisados por HPLC. A fração de triterpenoides foi também extraída com o 
mesmo método mas analisada por GC-MS (Guinda et al., 2015). Também há trabalhos 
publicados descrevendo a extração de ácidos gordos das folhas de oliveira, com hexano a 
frio e posteriormente analisados por GC com detetor por ionização de chama (GC-
FID)(Cavalheiro et al., 2015). Orozco-Solano et al. (2010b)realizou a extração dos 
metabolitos, esteróis, ácidos gordos e álcoois, com uma mistura de diclorometano e hexano 
a 20ºC e posteriormente analisou-os por GC-MS. 
 
Injetor Coluna GC/LC MS
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6. Avaliação do poder antioxidante de extratos de folhas de plantas 
Um método bastante utilizado para avaliar o poder antioxidante de extratos vegetais 
é o método de DPPH. Trata-se de um método in vitro que consiste na reação entre um 
composto antioxidante e o radical estável 2,2-difenil-picril-hidrazilo (DPPH·), numa 
solução de metanol, tal como se encontra representado na Figura 14 (Sánchez-Moreno et 
al., 1998). O radical DPPH· tem uma absorvência característica a 515 nm, que diminui 
quando o DPPH· é reduzido por um antioxidante (AH) ou por outro radical (R·) (Brand-
Williams et al., 1995).A redução do DPPH· permite determinar o poder antioxidante de 
determinado composto, que é tanto maior quanto menor for a absorvência após a reação.  
 
 
Figura 14. Reação entre o radical DPPH· e o composto antioxidante 
 
Vários autores como Allouche et al. (2011), Bouaziz et al. (2008) Brahmi et al., 
(2014), Kiritsakis et al. (2010) e Marcos et al. (2014) estudaram a atividade antioxidante 
de extratos de folhas de oliveira através do método de DPPH·. No entanto existem estudos 
onde foram utilizados outros métodos como o método de ABTS - 2,29-azinobis-(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato) utilizado por Allouche et al. (2011), Brahmi et al. (2014) 
Jemai et al. (2008) ou os métodos de FRAP - poder antioxidante por redução do ião férrico 
e do ORAC - capacidade de absorção do radical oxigénio ambos usados no estudo 
realizado por Hayes et al.(2011). 
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OBJETIVO 
A oliveira é uma das principais culturas na região mediterrânica, valorizada 
sobretudo pelo azeite extraído do seu fruto. Para além da azeitona, também as suas folhas 
são muito valorizadas pois apresentam uma composição interessante rica em compostos 
com benefícios biológicos, como é o caso dos compostos fenólicos, ácidos gordos e 
terpenos. No entanto, as alterações ambientais que se têm vindo a verificar levam a que as 
plantas sofram adaptações conduzindo a alterações fisiológicas e bioquímicas. Apesar da 
oliveira ser uma planta bastante tolerante à seca, alguns estudos indicam que a ação 
conjunta de vários stresses pode afetar o metabolismo desta espécie e consequentemente a 
composição e conteúdo de metabolitos das folhas e dos frutos.  
Assim, neste contexto, os objetivos deste trabalho consistem e continuarão a 
consistir em: 
 Determinar os efeitos provocados por diferentes stresses abióticos, seca, 
calor e radiação excessiva de UVB (aplicados separadamente e em conjunto) no perfil 
lipofílico (GC-MS) e fenólico (LC-MS) de folhas de oliveira; 
 Avaliar o perfil desses metabolitos presentes nas folhas das mesmas 
oliveiras após um período de recuperação dos stresses aplicados;  
 Verificar a atividade antioxidante (AA) de cada extrato obtido para cada 
tratamento.  
 
Para tal, os metabolitos presentes nas folhas de plantas jovens de O. europaea 
(variedade Cobrançosa) previamente submetidas a seca, calor e radiação UVB, 
separadamente e em conjunto, foram extraídos com hexano, metanol e etanol e analisados 
por GC-MS (extrato de hexano) e LC-MS (extrato de metanol e etanol). 
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MATERIAL E MÉTODOS 
1. Amostras de folhas oliveira 
 Oliveiras (Olea europaea L.) da variedade Cobrançosa com um ano, provenientes 
dos Viveiros Vítor Costa (Mealhada, Portugal), foram transferidas para uma câmara 
climática com 23 ± 2 
o
C de temperatura, 40% de humidade e 16/8 h de fotoperíodo de luz, 
proveniente de lâmpadas florescentes (Osram) com a intensidade de 600 µmol m
-2 
s
-1
. 
Após 15 dias nestas condições, as plantas foram bem regadas (até 100% da capacidade do 
campo) com uma solução nutritiva (Complesal 12-4-6, Bayer). Posteriormente, foram 
selecionadas plantas com altura semelhante (73 ± 4,2 cm) e separadas em cinco grupos: 
Grupo 1: Grupo de controlo (C, n = 20) – as plantas bem irrigadas; 
Grupo 2: Grupo de seca (S, n = 20) – as plantas não foram regadas durante 30 dias; 
Grupo 3: Grupo de choque térmico (CT, n = 16) – as plantas foram bem regadas e 
expostas a 40 ± 2 °C por 2 h, durante 2 dias consecutivos; 
Grupo 4: Grupo de radiação UVB elevada (UVB, n = 20) – as plantas foram bem regadas 
e expostas a 12 Kj m
-2
d
-1
, durante 2 dias consecutivos; 
Grupo 5: Grupo de stresses combinados (S + CT + UVB, n = 16) – as plantas foram 
sujeitas a stress hídrico (seca - S) por 30 dias, expostas a 40 ± 2 °C por 2 h (CT) e a 12 Kj 
m
-2
d
-1
 (UVB), durante os 2 últimos dias de stress hídrico. 
 No final dos tratamentos de stress, foram colhidas folhas das plantas de cada grupo, 
lavadas em água destilada (3 vezes) e secas na estufa durante 10 dias. Depois de secas, as 
folhas foram trituradas num moinho de café. Para o tratamento C obteve-se 28,19 g de 
material seco, para o tratamento S obteve-se 40,42 g, para o tratamento CT obteve-se 46,31 
g, para o tratamento UVB obteve-se 31,52 g e para o tratamento S + CT + UVB obteve-se 
42,20 g. 
Após os tratamentos de stress, metade das plantas de cada grupo foi usada para 
avaliar a sua capacidade de recuperação (CR - plantas do grupo 1 após período de 
recuperação, SR – plantas do grupo 2 após período de recuperação, CTR – plantas do grupo 
3 após período de recuperação, UVBR – plantas do grupo 4 após período de recuperação, S 
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+ CT + UVBR - plantas do grupo 5 após período de recuperação). As plantas foram 
novamente colocadas em condições ótimas de crescimento (23 ± 2 
o
C de temperatura, 40% 
de humidade e 16/8 h de fotoperíodo de luz) e regadas até 100% da capacidade do campo. 
Após 30 dias em recuperação, foram de novo colhidas amostras que foram tratadas do 
mesmo modo descrito acima. Na recuperação, depois de secas as folhas foram também 
trituradas e obteve-se 34,85 g de material para o tratamento CR, 28,84 g para o tratamento 
SR, 32,33 g para o tratamento CTR, 32.68 g para o tratamento UVBR e 26,84 g par ao 
tratamento S + CT + UVBR. 
 
2. Extração de metabolitos das folhas de oliveira 
 As extrações dos metabolitos presentes nas folhas de oliveira em condições de 
controlo e submetidas aos tratamentos de stress foram realizadas com solventes de 
polaridade crescente – n-hexano, metanol e, por fim, etanol. As amostras pulverizadas 
foram pesadas e foi-lhes adicionado por cada grama de amostra 10 mL de n-hexano, num 
sistema fechado, com agitação e à temperatura ambiente, tendo sido realizados 2 ciclos de 
extração de 72 h. Após cada ciclo de extração, o extrato foi filtrado e o solvente evaporado 
num evaporador rotativo e, depois de se encontrar bem seco, o resíduo total obtido foi 
pesado. O mesmo processo foi realizado utilizando o metanol como solvente. 
Posteriormente procedeu-se à extração a quente utilizando o Soxhlet, onde foram utilizados 
600 mL de etanol, tendo sido realizados 3 ciclos de extração de 72 h, após os quais o 
solvente foi evaporado e o resíduo pesado. 
 O mesmo procedimento foi realizado com as folhas de oliveira obtidas após a 
recuperação, no entanto a extração com metanol não foi realizada, uma vez que se 
verificou ser desnecessária. Pois, quando analisados e comparados os cromatogramas 
obtidos da análise dos dois extratos (de metanol e de etanol), os metabolitos identificados 
no metanol coincidiram com os do etanol, sendo que se extraiu uma maior quantidade de 
metabolitos com o etanol do que com o metanol. 
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3. Análise de metabolitos presentes nos extratos de folhas de oliveira 
3.1. Análise do perfil lipofílico 
3.1.1. Análise qualitativa: GC-MS 
 Os metabolitos presentes nos extratos de n-hexano foram identificados por análise 
GC-MS. Primeiramente, os extratos secos foram dissolvidos em diclorometano, obtendo-se 
soluções de concentração conhecida (entre 50 e 150 mg/mL). Foram realizadas reações de 
sililação nas quais foram utilizados tubos de sililação com um volume de solução 
correspondente a 18 mg de extrato, 250 µL de padrão interno (tetracosano 1,2 mmol/L), 
250 µL de piridina, 250 µL de N,O-bis(trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA) e 50 µL 
de trimetilsilil cloro (TMSCl). A reação decorreu durante uma hora a 70 ºC, tendo sido 
realizadas quatro réplicas de cada amostra. 
 A análise cromatográfica dos extratos sililados foi realizada usando GC-MS 
QP2010 Ultra Shimadzu equipado com uma coluna capilar DB-5-J&W (30 m x 0,25 mm 
de diâmetro interno e 0,25µm de espessura do filme). A fase móvel utilizada foi hélio, com 
um fluxo de 1,13 mL/min e a amostra foi injetada no modo split numa razão de 1:50. A 
temperatura inicial da coluna foi mantida a 70 ºC por 5 min, depois foi aumentada, 
primeiro 4 ºC/min até aos 250 ºC, e posteriormente 2 ºC/min até aos 300 ºC, onde se 
manteve por 5 min. A temperatura do injetor foi de 320 ºC e a da linha de transferência foi 
de 200 ºC. A ionização foi realizada por impacto eletrónico, com 70 eV de energia. A 
recolha dos dados foi feita numa taxa de 1 scan/s numa gr de m/z 50 – 1000. A análise de 
GC-MS decorreu durante 87 min. 
 A identificação dos compostos presentes nos extratos de n-hexano foi feita através 
da comparação direta com uma base de dados de espectroscopia de massa (NIST14 Mass 
spectral e WILEY RegistryTM of Mass Spectra Data). 
 
3.1.2. Análise quantitativa 
Foram preparadas soluções com padrões representativos de cada família de 
compostos presentes nas amostras: ácido palmítico (0,57 mg/mL) para os ácidos 
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carboxílicos e amidas, octadecanol (2,02 mg/mL) para álcoois, colesterol (2,00 mg/mL) 
para esteróis e terpenos e octadecano (2,38 mg/mL) para alcanos, a partir das quais se 
fizeram várias diluições, e maltose para carbohidratos, onde se prepararam várias soluções 
com diferentes concentrações (tabela 9 do anexo 1). Os padrões sililados foram injetados 
no GC-MS sob as mesmas condições que os extratos e foram construídas curvas de 
calibração com um coeficiente de correlação (R
2
) superior a 0,98, para cada padrão. As 
referidas retas de calibração encontram-se no anexo 1. 
3.2. Análise do perfil fenólico 
3.2.1. Análise qualitativa: LC-MS 
Os metabolitos presentes nos extratos de metanol e de etanol foram analisados 
através de UHPLC-MS (Utra-Alta Performance LC-MS). Primeiramente, os extratos secos 
foram dissolvidos em metanol, obtendo-se soluções de concentração conhecida (10 
mg/mL). As amostras foram filtradas através de uma membrana de 0,2 mm de Nylon 
(Whatman). Para cada amostra foram realizadas quatro réplicas. 
A análise cromatográfica dos extratos foi realizada usando um Thermo Scientific 
Ultimate 3000RSLC (Dionex) equipado com um detetor de matriz de diodo 
DionexUltiMate 3000 RS acoplado a um espectrómetro de massa. A coluna utilizada foi a 
“thermo scientific hypersil gold” (1000 mm x 20 mm) com 1,9 µm, tendo-se mantido a sua 
temperatura a 30 ºC. A fase móvel utilizada foi acetonitrilo (solvente A) e ácido fórmico 
0,1% (v/v) (solvente B) previamente desgaseificados e filtrados, com um fluxo de 0,2 
mL/min. O gradiente de solvente foi iniciado com 5% de solvente B por 14 min, de 
seguida, 40% de solvente B durante 2 min, posteriormente, 100% por mais de 7 min e, por 
fim, 5% por mais de 10 min. Foram injetados 2 µL de amostra. Obtiveram-se dados 
espetrais UV-vis na gama de 250 a 500 nm e os perfis cromatográficos foram registados a 
280 nm. Foi utilizado um espectrómetro de massa LTQ XL “linear ion trap 2D” com uma 
fonte de ionização de eletrospray ortogonal (ESI) de temperatura capilar de 275 ºC. A 
ionização foi realizada por uma fonte de eletrospray de 5,00 kV, tendo sido utilizado no 
modo de ião negativo. A recolha dos dados foi feita numa gama de m/z 50,00 – 2000,00. 
Foram também obtidos, em simultâneo dissociações de iões precursores induzidas por 
colisão MS/MS e MS
n
. 
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3.2.2. Análise quantitativa 
Foram preparadas soluções com padrões representativos de cada família de 
compostos presentes nas amostras: derivados do ácido hidroxicinâmico e secoiridoides 
(ácido cafeico), flavonoides (quercetina), ácidos carboxílicos (ácido ursólico). Os padrões 
foram injetados no LC-MS sob as mesmas condições que os extratos e foram construídas 
curvas de calibração com um coeficiente de correlação (R
2
) superior a 0,98, para cada 
padrão. As referidas retas encontram-se no anexo 2. 
 
4. Avaliação do poder antioxidante de extratos de folhas de plantas 
 Foi preparada uma solução de DPPH com uma absorvência entre 0,7 e 0,8, a 517 
nm e a 20 
o
C, a qual foi utilizada para determinar a atividade antioxidante dos extratos 
fenólicos das folhas de oliveira de cada tratamento. Para tal, 40 µL de uma solução de cada 
amostra com concentração 10 mg/mL reagiu com 800 µL da solução de DPPH durante 30 
minutos, na ausência de luz. Após este intervalo foram medidas as absorvências de cada 
amostra a 517 nm e a 20 
o
C (Pérez-Tortosa et al., 2012). 
 Para a reta de calibração foi usada uma solução de quercetina preparada em 
metanol de concentração 8,6 mg/mL. Do mesmo modo que se procedeu para as amostras, 
foram preparadas, a partir da solução mãe de quercetina, soluções com diferentes 
concentrações cujas absorvências foram medidas a 517 nm, a 20 
o
C, 30 minutos após início 
da reação com o DPPH. Com base nos resultados obtidos foi construída a reta de 
calibração. A referida reta encontra-se no anexo 3. 
 
5. Análise estatística 
A análise estatística dos dados consistiu na análise de variâncias (One-way 
ANOVA) seguida do teste de Holm-Sidak (teste de comparação múltipla), usando o 
software Sigma Stat para Windows (versão 3.1). Os dados foram apresentados como média 
± desvio padrão. 
  
  
31 
 
 
RESULTADOS 
1. Composição lipofílica dos extratos de folhas de oliveiras após tratamento de 
stress 
 Na figura 15 encontra-se um cromatograma, obtido por GC-MS, do perfil lipofílico 
dos extratos de folhas de oliveira, estando na tabela 1 a identificação e composição 
lipofílica do extrato correspondente a cada tratamento - controlo (C), seca (S), choque 
térmico (CT), radiação ultravioleta-B (UVB) e stresses combinados (S + CT + UVB). 
Foram identificados 26 compostos distintos divididos por cinco famílias: açúcares e 
polióis, ácidos gordos, terpenos, alcanos e esteróis. Foi também detetado triptofano (pico f, 
Figura 15) em quantidades vestigiais e não quantificáveis. Este aminoácido foi identificado 
em todas as amostras com exceção do tratamento UVB. 
 
 
Figura 15.Exemplo de um dos cromatogramas obtidos por GC-MS dos extratos de hexano, no qual os picos 
identificados com números de 1 a 22 correspondem aos compostos identificados na tabela 1 e 4 e as letras (a 
a f) identificam os picos correspondentes ao ácido linoelaidico (pico a), ácido linolénico (pico b), ácido 
esteárico (pico c), padrão interno (pico d), ácido eicosanóico (pico e) e triptofano (pico f). 
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Tabela 1. Composição lipofílica dos extratos de folhas de oliveira (g/Kg PS) de cada tratamento - controlo 
(C), seca (S), choque térmico (CT), radiação ultravioleta-B (UVB) e stresses combinados (S + CT + UVB). 
Os valores representam média ± desvio padrão (n = 3 - 4). Em cada linha, letras diferentes indicam diferenças 
estatísticas (P ≤ 0,05) entre os tratamentos. 
Pico Composto C S CT UVB S + CT + UVB 
Alcanos 
8 Alcano 1 0,354 ± 0,084ab 0,287 ± 0,013ab 0,256 ± 0,020 b 0,362 ± 0,013 a 0,277 ± 0,007ab 
10 Alcano 2 0,509 ± 0,062 a 0,377 ± 0,044 b 0,352 ± 0,073 b 0,441 ± 0,065ab 0,340 ± 0,029 b 
12 Alcano 3 0,379 ± 0,011 a 0,268 ± 0,008 c 0,240 ± 0,016 d 0,336 ± 0,013 b 0,252 ± 0,007cd 
13 Alcano 4 0,544 ± 0,080 a 0,395 ± 0,058ab 0,383 ± 0,098ab 0,446 ± 0,076ab 0,369 ± 0,034 b 
14 Alcano 5 0,374 ± 0,009 a 0,261 ± 0,007 b 0,233 ± 0,012 c ND 0,248 ± 0,005bc 
20 Alcano 6 0,429 ± 0,013 a 0,293 ± 0,023 b 0,274 ± 0,040 b ND 0,274 ± 0,014 b 
Total 2,589 1,880 1,739 1,585 1,760 
Ácidos gordos 
5 Ácido Palmítico 0,669 ± 0,057ab 0,580 ±0,087 ab 0,474 ± 0,054b 0,669 ±0,039 ab 0,795 ±0,037 a 
7 Ácido Oleico 0,660 ± 0,054ab 0,563 ±0,080ab 0,486 ±0,050 b 0,689 ± 0,043ab 0,840 ± 0,069 a 
Total 1,329 1,144 0,961 1,358 1,636 
Terpenos 
9 
Timol-β-D-
glucopiranósido 
0,037 ± 0,005 a 0,058 ± 0,017 a 0,024 ± 0,008 a 0,050 ± 0,036 a 0,031 ± 0,014 a 
16 β-Amirina 0,134 ± 0,022 a 0,115 ± 0,022 a 0,094 ± 0,012 a 0,142 ± 0,017 a 0,120 ± 0,023 a 
17 α-Amirina 0,141 ± 0,024 a 0,125 ± 0,025 a 0,102 ± 0,017 a 0,146 ± 0,014 a 0,130 ± 0,024 a 
18 
Lup-20(29)-en-
3-al 
0,233 ±0,062 a 0,228 ±0,062 a 0,171 ± 0,038 a 0,270 ± 0,014 a 0,271 ±0,077 a 
19 Lupeol 0,243 ± 0,074 a 0,237 ± 0,074 a 0,144 ± 0,038 a 0,266 ± 0,051 a 0,253 ± 0,074 a 
21 
Aldeído 
Ursólico 
0,088 ± 0,006 a 0,067 ± 0,006 b 0,054 ± 0,004 b 0,091 ± 0,001 a 0,067 ± 0,007 b 
22 Ácido Ursólico 0,087 ± 0,008 a 0,066 ± 0,008bc 0,054 ± 0,007c 0,082 ± 0,006ab 0,069 ± 0,010bc 
Total 0,962 0,896 0,644 1,047 0,940 
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Pico Composto C S CT UVB S + CT + UVB 
Esteróis 
11 
Estigmast-5-en-
3-ol 
0,109 ± 0,011 a 0,088 ± 0,014 a 0,073 ± 0,010 a 0,102 ± 0,010 a 0,106 ±0,022 a 
15 β-Sitosterol 0,186 ± 0,036 a 0,173 ± 0,040 a 0,140 ± 0,023 a 0,205 ± 0,023 a 0,204 ± 0,042 a 
Total 0,294 0,261 0,213 0,307 0,310 
Açúcares e Polióis 
1 Gluconolactona 0,060 ± 0,003 a 0,038 ± 0,018 a 0,060 ± 0,003 a 0,040 ± 0,004 a 0,061 ± 0,021 a 
2 D-Glucose 0,038 ± 0,009 a 0,029 ± 0,012 a 0,038 ± 0,009 a 0,025 ±0,001 a 0,021 ± 0,001 a 
3 
D-Sorbitol/ D-
Manitol 
0,070 ± 0,018 a 0,116 ±0,050 a 0,070 ± 0,018 a 0,053 ± 0,011 a 0,093 ± 0,024 a 
4 
D-(+)-
Galactopiranose 
0,041 ± 0,011 a 0,039 ± 0,010 a 0,041 ± 0,011 a 0,026 ± 0,002 a 0,024 ± 0,005 a 
6 D-(+)-Turanose 0,017 ± 0,000 a 0,022 ± 0,005 a 0,025 ± 0,006 a 0,027 ± 0,007 a 0,021 ± 0,003 a 
Total 0,234 0,244 0,192 0,172 0,220 
 ND – não detetado 
 
 Na figura 16, encontra-se graficamente representado o total de açúcares e polióis, 
ácidos gordos, terpenos, alcanos e esteróis presentes nas folhas de oliveira para cada 
tratamento. Da análise da tabela 1 e da figura 16, verifica-se que os compostos presentes 
em maior quantidade nas folhas de oliveira de todos os tratamentos são os alcanos, 
seguindo-se os ácidos gordos e os terpenos e, por fim, em menor quantidade encontram-se 
os esteróis e os açúcares. 
 34  
 
 
Figura 16. Representação gráfica do total de açúcares, esteróis, triterpenos, ácidos gordos e alcanos (g/Kg 
PS) presentes nas folhas de oliveira de cada tratamento – controlo (C), seca (S), choque térmico (CT), 
radiação ultravioleta-B (UVB) e stresses combinados (S + CT + UVB). 
 
Da análise da tabela 1 e da figura 16, verifica-se que os alcanos são os compostos 
maioritariamente presentes nas folhas. É no tratamento de controlo que estes compostos se 
encontram em maior percentagem (27%), diminuindo nas folhas de oliveiras expostas aos 
diferentes stresses, sendo a percentagem mais baixa de alcanos totais presente no grupo 
UVB (17%) (figura 17). Na tabela 1é possível observar as diferenças provocadas pelos 
diferentes tratamentos no que diz respeito a cada alcano identificado (alcanos 1, 2, 3, 4, 5 e 
6). Em comum, todos os tratamentos apresentam maiores quantidades dos alcanos 2 e 4. 
Os alcanos 5 e 6 não foram encontrados no tratamento UVB. 
 Os compostos que se sucedem aos alcanos são ácidos gordos, tal como apresentado 
na figura 16. As folhas de oliveiras expostas a S + CT + UVB apresentaram a maior 
percentagem de ácidos gordos (25%), seguida do C e tratamento UVB, com 21%, e as 
menores percentagens foram observadas no tratamento S e CT, respetivamente 18% e 15% 
(figura 17). Dentro deste grupo de compostos, houve dois ácidos gordos que se destacaram, 
o ácido palmítico e o ácido oleico, que são os que se encontram presentes em maiores 
quantidades nas folhas de oliveira. As oliveiras expostas ao tratamento S + CT + UVB 
produziram maior quantidade destes ácidos (P <0,05) do que as expostas apenas ao 
tratamento CT (tabela 1). Foram também identificados, em quantidades vestigiais e não 
quantificáveis, outros ácidos gordos, tais como ácido oxálico, ácido tetradecanóico, ácido 
linoelaidico (pico a, figura 15), ácido linolénico (pico b, figura 15), ácido esteárico (pico c, 
figura 15) e ácido eicosanóico (pico e, figura 15). 
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Figura 17. Percentagem de alcanos e ácidos gordos presentes nas folhas de oliveira em cada tratamento – 
controlo (C), seca (S), choque térmico (CT), radiação ultravioleta-B (UVB) e stresses combinados (S + CT + 
UVB). 
 
 Como se encontra representado tanto na tabela 1como na figura 16, a terceira 
família de compostos que se destaca na composição das folhas são os terpenos, entre eles 
encontra-se um monoterpeno, o timol-β-D-glucósido, e seis triterpenos, α- e β-amirina, lup-
20(29)-en-3-al, lupeol, aldeído ursólico e ácido ursólico. As folhas de oliveiras do grupo 
controlo e expostas aos tratamentos de UVB, S + CT + UVB e S apresentaram, de um 
modo geral, uma maior percentagem de terpenos (UVB: 23%; C: 22%; S + CT + UVB: 
21% e S: 20%) do que as folhas de oliveiras do tratamento CT (14%) (figura 18). Na tabela 
1 verifica-se que em todos os tratamentos o lup-20(29)-en-3-al e o lupeol são os terpenos 
maioritários, seguidos das α- e β-amirina, depois o aldeído ursólico e o ácido ursólico e, 
por fim, em menor quantidade o timol-β-D-glucósido. Não existem diferenças 
estatisticamente significativas (P ≥ 0,05) entre a quantidade de terpenos presente nos 
diferentes tratamentos, com exceção do aldeído ursólico e do ácido ursólico (tabela 1). Os 
grupos C e UVB apresentam quantidades de aldeído ursólico maiores e estatisticamente 
diferentes (P < 0,05) das apresentadas pelos grupos S, CT, S + CT + UVB. Já o ácido 
ursólico está em maior quantidade (P < 0,05) nas folhas de oliveiras em condições de 
controlo (C), comparado com as dos tratamentos S + CT + UVB, S ou CT. Não se 
verificaram diferenças significativas entre a quantidade de ácido ursólico nas folhas de 
oliveiras do controlo e do tratamento UVB. 
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 Oestigmast-5-en-3-ol e o β-sitosterol são os únicos elementos, tal como 
representado na tabela 1 e na figura 16, da penúltima família identificada, os esteróis. As 
folhas de oliveiras expostas aos stresses combinados, S + CT + UVB (23%), UVB (22%) e 
S (21%) apresentaram as maiores percentagens de esteróis, seguida do controlo (C) (19%) 
e a menor percentagem (15%) foi identificada no tratamento CT (figura 18). Através da 
análise da tabela 1, pode-se verificar que o β-sitosterol prevalece em relação ao estigmast-
5-en-3-ol em todos os tratamentos e verifica-se também que não existem diferenças 
significativas (P ≥ 0,05) entre os diferentes tratamentos tanto na quantidade de estigmast-5-
en-3-ol como na de β-sitosterol. 
 
 
Figura 18. Percentagem de terpenos e esteróis presentes nas folhas de oliveira em cada tratamento – controlo 
(C), seca (S), choque térmico (CT), radiação ultravioleta-B (UVB) e stresses combinados (S + CT + UVB). 
 
 Por fim, em menor quantidade, foram identificados e quantificados cinco açúcares 
(gluconolactona, D-glucose, D-sorbitol/D-manitol, galactopiranose e D-(+)-turanose), tal 
como se encontra na tabela 1 e na figura 16. As folhas de oliveiras expostas ao tratamento 
S apresentaram a maior percentagem destes açúcares (23%), seguido do controlo e 
tratamento S + CT + UVB com 22% e 21%, respetivamente (figura 19). Já os tratamentos 
CT e UVB apresentaram as menores percentagens de açúcares e polióis (16% e 18%, 
respetivamente) (figura 19). Com recurso à tabela 1, é possível comparar a quantidade dos 
diferentes açúcares presentes nas folhas de cada tratamento, de modo geral, o D-sorbitol/D-
C
22%
S
20%
CT
14%
UVB
23%
S + CT + 
UVB
21%
Terpenos
C
21%
S
19%
CT
15%
UVB
22%
S + CT + 
UVB
23%
Esteróis
37 
 
manitol encontra-se em quantidades mais elevadas. Entre a quantidade de cada açúcar 
presente nos diferentes tratamentos não foram observadas diferenças estatísticas (P ≥ 0,05). 
 
 
Figura 19. Percentagem de açúcares e polióis presentes nas folhas de oliveira em cada tratamento – controlo 
(C), seca (S), choque térmico (CT), radiação ultravioleta-B (UVB) e stresses combinados (S + CT + UVB).
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2. Composição fenólica e atividade antioxidante dos extratos de folhas de 
oliveiras após tratamento de stress 
 Na figura 20 encontra-se um cromatograma obtido por LC-MS onde foram 
identificados os compostos pertencentes ao perfil fenólico das folhas de oliveira. Na tabela 
2 encontra-se a composição fenólica das folhas de oliveira de cada tratamento – controlo 
(C), seca (S), choque térmico (CT), radiação ultravioleta-B (UVB) e stresses combinados 
(S + CT + UVB) – identificada através de LC-MS, onde a massa (g/Kg de PS) de cada 
composto corresponde á soma das massas obtidas, para o mesmo composto, nos extratos 
de metanol e etanol. Foram identificados 22 compostos diferentes pertencentes a quatro 
grupos: derivados do ácido hidroxicinâmico, ácidos carboxílicos, secoiridoides, e 
flavonoides. O gráfico 21 permite também comparar a composição total de cada um dos 
grupos identificados nas folhas de oliveira de cada tratamento. 
 
 
 
Figura 20. Exemplo de um dos cromatogramas obtidos por LC-MS, dos extratos de etanol de folhas de 
oliveira após recuperação ao tratamento de stress. Os picos assinalados com números de 1 a 22 correspondem 
aos compostos identificados na tabela 2 e 5 e as letras (a a d) assinalam os picos relevantes cujos compostos 
não foram identificados. 
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Tabela 2. Composição fenólica dos extratos de metanol e etanol de folhas de oliveira (g/Kg PS) de cada tratamento - controlo (C), seca (S), choque térmico (CT), radiação 
ultravioleta-B (UVB) e stresses combinados (S + CT + UVB). Os valores representam média ± desvio padrão (n = 3 - 4). Em cada linha, letras diferentes indicam 
diferenças estatísticas (P ≤ 0,05) entre os tratamentos. 
Pico Composto m/z MS2 C S CT UVB S + CT + UVB Referência 
Derivados do Ácido Hidroxicinâmico 
10 Verbascósido 623 461 0,239 ± 0,0288 ab 0,165 ± 0,020 ab 0,120 ± 0,005 ab 0,288 ± 0,027 a 0,020 ± 0,0003 b 
(Cardoso et al., 2005; Kanakis 
et al., 2013; Kontogianni et 
al., 2013; Quirantes-Piné et 
al., 2013a) 
Ácidos Carboxílicos 
1 Ácido Quínico 191 127; 85; 93 0,532 ± 0,137 a 0,266 ± 0,094 b 0,567 ± 0,009 a 0,385 ± 0,026 ab 0,413 ± 0,017 ab 
(Quirantes-Piné et al., 2013a; 
Spínola et al., 2014) 
4 
Ácido Cafeoil-
Quínico 
353 191 0,025 ± 0,002 b 0,023 ± 0,002 b 0,022 ±0,003 b 0,048 ± 0,004 a 0,015 ± 0,001 c (Cardoso et al., 2005) 
Total 0,557 0,289 0,589 0,433 0,428  
Secoiridoides 
2 
Isómero de 
Oleósido 
389 
183; 165; 
121; 209 
0,084 ± 0,006 b 0,039 ± 0,002 d 0,049 ± 0,002 c 0,098 ± 0,002 a 0,028 ± 0,001 e 
(Cardoso et al., 2005; Fu et 
al., 2010b; Quirantes-Piné et 
al., 2013a) 
3 Tirosol 137 137 0,054 ± 0,003 a 0,017 ± 0,0003 d 0,028 ± 0,001 b 0,021 ± 0,002 c 0,010 ± 0,001 e (Sanz et al., 2012) 
5 Oleósido 389 
345; 209; 
121; 165 
0,035 ±0,004 b 0,017 ± 0,0003 d 0,022 ±0,001 c 0,043 ± 0,003 a 0,006 ±0,0001 e 
(Cardoso et al., 2005; Kanakis 
et al., 2013; Sanz et al., 2012) 
3
9 
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Pico Composto m/z MS2 C S CT UVB S + CT + UVB Referência 
6 
Derivado da 
Aglicona de 
Oleuropeína 
377 197; 153 0,015 ± 0,001a 0,011 ± 0,002 b 0,015 ± 0,002 a 0,018 ± 0,002 a 0,012 ± 0,001 ab 
(Cardoso et al., 2005; Fu et 
al., 2010b) 
13 
Isómero de 
Oleuropeína 
Diglucósido 
701 539 0,083 ± 0,027 a 0,025 ± 0,004 b 0,051 ± 0,006 ab 0,086 ± 0,006 a 0,002 ± 0,001 c 
(Fu et al., 2010b; Quirantes-
Piné et al., 2013a) 
16 Metiloleuropeína 553 391; 359 0,199 ± 0,060 a 0,146 ± 0,003 a 0,241 ± 0,007 a 0,190 ± 0,010 a 0,104 ± 0,016 b (Quirantes-Piné et al., 2013b) 
17 
2"-
metoxioleuropeina 
569 
537; 403; 
407 
0,175 ± 0,012 b 0,178 ± 0,003 b 0,161 ± 0,022 b 0,229 ± 0,010 a 0,130 ± 0,005 c (Talhaoui et al., 2015) 
18 Oleuropeína 539 
377; 307; 
275 
1,255 ± 0,142 b 0,844 ± 0,013 c 0,933 ± 0,077 c 1,648 ± 0,081 a 0,370 ± 0,016 d 
(Cardoso et al., 2005; Fu et 
al., 2010b; Kanakis et al., 
2013; Kontogianni et al., 
2013; Quirantes-Piné et al., 
2013a; Sanz et al., 2012) 
21 
Isómero de 
Lucidumósido C 
583 
537; 403; 
223 
0,152 ± 0,018 ab 0,114 ± 0,011 c 0,165 ± 0,009 a 0,111 ± 0,008 c 0,133 ± 0,006 bc (Quirantes-Piné et al., 2013a) 
22 
Ligstrósido 
 
523 
361; 291; 
259 
0,091 ± 0,045 a 0,034 ± 0,041 a 0,022 ± 0,015 a 0,067 ± 0,045 a ND 
(Kontogianni et al., 2013; 
Quirantes-Piné et al., 2013a; 
Sanz et al., 2012) 
Total 2,143 1,425 1,687 2,511 0,795  
Flavonoides 
7 Rutina 609 301 0,123 ± 0,014 a 0,079 ± 0,006 b 0,104 ± 0,010 a 0,109 ± 0,010 a 0,026 ± 0,005 c 
(Cardoso et al., 2005; Fu et 
al., 2010b) 
4
0
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Pico Composto m/z MS2 C S CT UVB S + CT + UVB Referência 
8 
Isómero de 
Rutinósido de 
Luteolina 1 
593 285 0,010 ± 0,002a 0,006 ± 0,001a 0,023 ± 0,028a 0,010 ± 0,008a 0,008 ± 0,004a 
(Cardoso et al., 2005; 
Kanakis et al., 2013; 
Kontogianni et al., 2013) 
9 
Quercetina -O-
hexósido 
463 301; 300 0,035 ± 0,010 b 0,039 ± 0,002 b 0,072 ± 0,012 a 0,074 ± 0,002 a 0,066 ± 0,001 a (Jaiswal et al., 2012) 
11 
Apigenina-7-O-
rutinósido 
577 269 0,246 ± 0,051 a 0,119 ± 0,012 bc 0,194 ± 0,018 ab 0,116 ± 0,035 c 0,065 ± 0,009 c (Quirantes-Piné et al., 2013a) 
12 
Quercitina-O-
deoxihexósido 
447 301; 300 0,023 ± 0,006 a 0,003 ± 0,003 b 0,016 ± 0,005 ab 0,011 ± 0,005 ab 0,005 ± 0,005 b (Spínola et al., 2014) 
14 
Isómero de 
Glucósido de 
Luteolina 
447 285 2,164 ± 0,094a 1,595 ± 0,090b 1,702 ± 0,010b 2,193 ± 0,063a 0,829 ± 0,026c 
(Cardoso et al., 2005; Fu et 
al., 2010b; Quirantes-Piné et 
al., 2013a) 
15 
7-O-
(Glucopiranosil-D)-
crisoeriol 
461 299; 446 0,239 ± 0,036 a 0,122 ± 0,006 b 0,222 ± 0,017 a 0,212 ± 0,013 a 0,077 ± 0,005 b (Fu et al., 2010b) 
19 
Isómero de 
Rutionósido de 
Luteolina 2 
539 285 0,032 ± 0,009b 0,012 ± 0,002c 0,024 ± 0,009bc 0,048 ± 0,005a ND 
(Cardoso et al., 2005; 
Kanakis et al., 2013; 
Kontogianni et al., 2013) 
20 
Derivado do 
Caempferol 
583 285 0,371 ± 0,029 a 0,171 ± 0,016 d 0,218 ± 0,005 c 0,251 ± 0,018 b 0,082 ± 0,008 e (Spínola et al., 2014) 
Total 3,203 2,123 2,519 3,005 1,132  
ND – não detetado
4
1 
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Figura 21. Representação gráfica do total de derivados do ácido hidroxicinâmico, ácidos carboxílicos, 
secoiridoides, e flavonoides (g/Kg PS) presentes nas folhas de oliveira de cada tratamento – controlo (C), 
seca (S), choque térmico (CT), radiação ultravioleta-B (UVB) e stresses combinados (S + CT + UVB). 
 
 Da análise da tabela 2 e da figura 21 percebe-se que os compostos identificados 
por LC-MS são maioritariamente flavonoides e secoiridoides e, em menores 
quantidades, os ácidos carboxílicos e os derivados do ácido hidroxicinâmico. 
 
 
Figura 22. Percentagem de flavonoides e secoiridoides presentes nas folhas de oliveira em cada 
tratamento – controlo (C), seca (S), choque térmico (CT), radiação ultravioleta-B (UVB) e stresses 
combinados (S + CT + UVB). 
 
 Entre os grupos referidos os flavonoides são os que se destacam pela sua 
abundância, como indicam a tabela 2 e a figura 21. Foram identificados 9 compostos 
pertencentes a este grupo em cada tratamento (tendo sido quantificados apenas 8 no 
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tratamento stresses combinados). A maioria dos flavonoides encontram-se sobretudo 
nas folhas de oliveiras em condições de C e nos tratamentos UVB e CT (entre 21 a 27% 
em cada grupo), tal como se verifica na figura 22, já as folhas de oliveira dos 
tratamentos S e S + CT + UVB têm apenas 18 e 9% dos flavonoides quantificados, 
respetivamente. Na análise da tabela 2pode verifica-se que o glucósido de luteolina é o 
flavonoide que se encontra em maior quantidade em todos os tratamentos 
correspondendo a mais de metade dos flavonoides encontrados. Verifica-se também que 
existem diferenças significativas entre os glucósidos de luteolina presentes nos 
diferentes tratamentos, sendo no controlo e no tratamento UVB que se encontram em 
maior quantidade (P ≤ 0,05). Com os tratamentos S e CT, houve uma diminuição 
significativa nos glucósidos de luteolina em relação ao controlo e UVB, sendo no 
tratamento S + CT + UVB que estes se encontram em quantidades inferiores (P ≤ 0,05) 
(tabela 2). 
 Como já foi referido, os secoiridoides são também abundantes nas folhas de 
oliveira em estudo (tabela 2 e figura 21). As folhas de oliveira submetidas ao tratamento 
UVB apresentaram 29% dos secoiridoides quantificados, seguida do controlo e do 
grupo CT com 25 e 20%, respetivamente, e, em menor quantidade, estão 9% dos 
secoiridoides no tratamento S + CT + UVB (figura 22). Entre os 13 secoiridoides 
identificados destaca-se, largamente, em todos os tratamentos, a oleuropeína. Este 
composto foi sobretudo produzido nas folhas submetidas ao tratamento UVB (P ≤ 0,05). 
Já nos restantes tratamentos as folhas de oliveira apresentam quantidades de oleuropeína 
inferiores ao grupo controlo (P ≤ 0,05), entre eles o tratamento com stresses 
combinados é o que levou à maior redução na produção de oleuropeína, não havendo 
diferenças (P ≥ 0,05) entre os tratamentos S e CT. 
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Figura 23. Percentagem de ácidos carboxílicos e derivados do ácido hidroxicinâmico presentes nas folhas 
de oliveira em cada tratamento – controlo (C), seca (S), choque térmico (CT), radiação ultravioleta-B 
(UVB) e stresses combinados (S + CT + UVB). 
 
 Por fim, em quantidades menos significativas encontram-se os ácidos 
carboxílicos e os derivados do ácido hidroxicinâmico, como se pode comprovar na 
tabela 2 e figura 21. Os ácidos carboxílicos encontram-se em maior quantidade no 
tratamento CT (26%), seguido do grupo controlo (24%) e, em menor quantidade no 
tratamento S (12%). Já os tratamentos UVB e S + CT + UVB contêm igualmente 19% 
dos ácidos carboxílicos (figura 23). Foram identificados dois ácidos carboxílicos, ácido 
quínico e ácido cafeoil-quínico, sendo o ácido quínico o mais abundante em todos os 
tratamentos. Apenas o tratamento S conduziu a uma redução significativa do ácido 
quínico nas folhas de oliveira relativamente ao grupo controlo. A maior (P ≤ 0,05) 
quantidade de ácido cafeoil-quínico foi obtida nas folhas expostas ao tratamento UVB e 
a menor no tratamento S + CT + UVB. Dos derivados do ácido hidroxicinâmico foi 
apenas identificado o verbascósido, tal com se encontra na tabela 2. O verbascósido 
encontra-se em maior quantidade no tratamento UVB (35%) e em menor quantidade no 
tratamento S + CT + UVB (2%), como indica o gráfico da figura 23.O verbascósido 
apresenta diferenças (P ≤ 0,05) apenas entre o tratamento UVB e o tratamento S + CT + 
UVB (tabela 2). 
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 Os resultados da atividade antioxidante de cada extrato fenólico das folhas de 
oliveira de cada tratamento encontram-se registados na tabela 3. Da análise da tabela 
verifica-se que a atividade antioxidante varia entre 0,174 e 0,080, no entanto, os 
diferentes tratamentos não apresentam diferenças estatísticas entre si (P ≥ 0,05). 
 
Tabela 3. Atividade antioxidante (mg equiv quercetina mg
-1
) do perfil fenólico de cada extrato de folhas 
de oliveira de cada tratamento - controlo (C), seca (S), choque térmico (CT), radiação ultravioleta-B 
(UVB) e stresses combinados (S + CT + UVB).Os valores representam média ± desvio padrão (n = 3 - 4). 
Letras diferentes indicam diferenças estatísticas (P ≤ 0,05) entre os tratamentos. 
 C S CT UVB S + CT + UVB 
AA 0,174 ± 0,046a 0,120 ± 0,039a 0,129 ± 0,026a 0,080 ± 0,024a 0,144 ± 0,077a 
 
 
3. Composição lipofílica dos extratos de folhas de oliveiras após um período de 
recuperação dos tratamentos de stress 
 A composição lipofílica das folhas de oliveira após o período de recuperação dos 
diferentes tratamentos – CR, SR, CTR, UVBR e S + CT + UVBR - encontra-se registada 
na tabela 4. A identificação e quantificação dos 22 compostos, entre os quais açúcares e 
polióis, ácidos gordos, terpenos, alcanos e esteróis, foram realizadas com recurso a GC-
MS. Nas amostras CTR, UVBR e S + CT + UVBR foi também encontrado, em 
quantidades não quantificáveis, um aminoácido, o triptofano. 
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Tabela 4. Composição lipofílica dos extratos de folhas de oliveira (g/Kg PS) após recuperação de cada 
tratamento - controlo (CR), seca (SR), choque térmico (CTR), radiação ultravioleta-B (UVBR) e stresses 
combinados (S + CT + UVBR). Os valores representam média ± desvio padrão (n = 3 - 4). Em cada linha, 
letras diferentes indicam diferenças estatísticas (P ≤ 0,05) entre os tratamentos. 
Pico Composto CR SR CTR UVBR 
S + CT + 
UVBR 
Alcanos 
8 Alcano 1 0,613 ± 0,017a 0,477 ± 0,018b 0,243 ±0,021e 0,294±0,004 d 0,340±0,008 c 
10 Alcano 2 0,759±0,056a 0,614 ±0,038 b 0,354 ±0,032 d 0,420±0,010cd 0,482 ±0,020c 
12 Alcano 3 0,569 ±0,011a 0,443 ±0,008b 0,211 ±0,016 e 0,247±0,003d 0,313 ±0,007c 
13 Alcano 4 0,743 ±0,054a 0,628±0,048 b 0,359 ±0,025e 0,438±0,015d 0,507±0,029c 
14 Alcano 5 0,569±0,008a 0,434 ±0,012b 0,196±0,004e 0,238±0,006d 0,307 ±0,007c 
20 Alcano 6 0,630±0,017a 0,507 ±0,015b 0,246±0,007 e 0,320 ±0,007d 0,355 ±0,004 c 
Total 3,883 3,103 1,609 1,958 2,304 
Ácidos Gordos 
5 Ácido Palmítico 1,240± 0,040 a 0,920±0,092ab 0,598±0,051b 0,611±0,015b 0,735 ±0,011ab 
7 Ácido Oleico 1,431 ±0,055a 1,016±0,079b 0,708 ±0,043 d 0,761 ±0,037d 0,879±0,013 c 
Total 2,671 1,936 1,306 1,372 1,614 
Terpenos 
9 
Timol-β-D-
glucopiranósido 
0,208±0,028a 0,164 ±0,090ab 0,027±0,003d 0,043±0,007cd 0,078±0,019bc 
16 β-Amirina 0,189±0,009 a 0,160 ±0,012b 0,105±0,007d 0,110±0,007 d 0,134 ±0,007c 
17 α-Amirina 0,200 ±0,009 a 0,168±0,011b 0,112 ±0,009d 0,114±0,008d 0,142 ±0,008c 
18 
Lup-20(29)-en-
3-al 
0,396±0,025 a 0,382 ±0,033 a 0,343 ±0,035 a 0,268 ±0,020 b 0,379 ±0,024 a 
19 Lupeol 0,256±0,025 a 0,256 ± 0,021 a 0,186±0,024bc 0,146 ±0,010c 0,215±0,007ab 
21 
Aldeído 
Ursólico 
0,374±0,031 a 0,281 ±0,035 b 0,147±0,023 c 0,169±0,005c 0,192±0,005c 
22 Ácido Ursólico 0,139±0,008 a 0,115 ±0,012 b 0,053±0,004 d 0,065 ±0,001d 0,076 ±0,004c 
Total 1,762 1,526 0,974 0,914 1,215 
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Pico Composto CR SR CTR UVBR 
S + CT + 
UVBR 
Esteróis 
11 
Estigmast-5-en-
3-ol 
0,149±0,005a 0,128 ±0,002b 0,065±0,004d 0,072 ±0,002d 0,092 ±0,006c 
15 β-Sitosterol 0,271 ±0,024 a 0,237±0,030ab 0,181±0,013c 0,172 ±0,004c 0,211 ±0,007bc 
Total 0,420 0,364 0,247 0,243 0,302 
Açúcares e Polióis 
1 Gluconolactona 0,260±0,038a 0,279±0,112a 0,044±0,004 b 0,059 ±0,002ab 0,088 ±0,006ab 
2 D-Glucose 0,049±0,005 a 0,051±0,007 a 0,015 ±0,001 b 0,038±0,001 a 0,045 ±0,001 a 
3 
D-Sorbitol/ D-
Manitol 
0,548 ±0,014 a 0,353±0,035 b 0,118 ±0,012d 0,139±0,014 d 0,199± 0,008c 
4 
D-(+)-
Galactopiranose 
0,084±0,004 a 0,056 ±0,004 b 0,024 ±0,002 e 0,035±0,002 d 0,042±0,001 c 
6 D-(+)-Turanose 0,069 ±0,006 a 0,065 ±0,012 a 0,016±0,001 d 0,025±0,001 c 0,036 ±0,003 b 
Total 1,010 0,804 0,217 0,297 0,409 
  
Na figura 24, encontra-se graficamente representado o total de açúcares e 
polióis, ácidos gordos, terpenos, alcanos e esteróis presentes nas folhas de oliveira após 
um período de recuperação de cada tratamento de stress. Analisando a tabela 4 e figura 
24, verifica-se que após o período de recuperação os alcanos mantiveram-se os 
compostos maioritários presentes no perfil lipofílico das folhas de oliveira, seguidos dos 
ácidos gordos e dos terpenos, porém, houve uma inversão no que diz respeito aos 
esteróis e aos açúcares, continuando a ser as duas famílias de compostos presentes nas 
folhas de oliveira em menor quantidade.  
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Figura 24. Representação gráfica do total de esteróis, açúcares, terpenos, ácidos gordos e alcanos (g/Kg 
PS) presentes nas folhas de oliveira após o período de recuperação de cada tratamento – CR, SR, CTR, 
UVBR, S + CT + UVBR. 
 
A tabela 4, bem como os gráficos das figuras 24, indicam que é no controlo que 
os alcanos estão em maior quantidade (30%), sendo inferior nas folhas de oliveiras após 
o período de recuperação aos diferentes tratamentos, e a percentagem mais baixa de 
alcanos totais encontra-se no grupo CTR (13%). No tratamento UVBR, ao contrário do 
que aconteceu logo após o tratamento UVB, todos os 6 alcanos foram detetados. De 
modo geral, após a recuperação, são os alcanos 2 e 4 que se encontram em maior 
quantidade. As oliveiras em condições de controlo (CR) apresentaram a maior (P ≤ 0,05) 
quantidade de alcanos (1 a 6), como se pode comprovar na figura 25. 
 Os ácidos gordos sucedem os alcanos, como indica a tabela 4 e a figura 24. Ao 
contrário do que se verificou logo após os tratamentos de stress, no período de 
recuperação, as folhas de oliveiras em condições de controlo (CR) apresentaram a maior 
quantidade de ácidos gordos (30%), seguida do tratamento SR (22%) e S + CT + UVB 
(18%) e, em menores quantidades, nos tratamentos CTR e UVBR (15%) (figura 25). O 
ácido palmítico e o ácido oleico são de novo os ácidos que mais se destacam, estando os 
restantes presentes em quantidades vestigiais. As folhas de oliveiras em condições de 
CR apresentaram a maior (P ≤ 0,05) quantidade de ácido oleico, enquanto a menor 
quantidade se encontra no tratamento S+CT+UVBR (tabela 4). Já o ácido palmítico 
encontra-se em quantidades idênticas (P ≥ 0,05) no controlo e tratamentos SR e 
S+CT+UVBR. 
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Figura 25. Percentagem de alcanos e ácidos gordos presentes nas folhas de oliveira após o período de 
recuperação de cada tratamento – CR, SR, CTR, UVBR, S + CT + UVBR. 
 
À semelhança do que ocorreu logo após os tratamentos de stress, a terceira 
família de destaque são os terpenos, constituída pelos mesmos compostos, mono e 
triterpenos, tal como indica a tabela 4 e a figura 24. É no controlo (CR) que se 
encontram a maioria dos terpenos (27%), segundo o gráfico da figura 26, seguido do 
tratamento SR (23%) e S + CT + UVBR (19%) e por fim o CTR e UVBR (16 e 15%, 
respetivamente). Verifica-se também que, de modo geral, cada terpeno identificado 
apresenta uma maioria significativa no tratamento CR, seguido do SR, havendo maior 
semelhança entre os restantes tratamentos. À semelhança do que aconteceu logo após a 
exposição aos tratamentos de stress, o lup-20(29)-en-3-al também é o terpeno que se 
destaca em todos os tratamentos após recuperação (tabela 4). Contudo, ao contrário do 
verificado após o stress, na recuperação é o aldeído ursólico o segundo maior terpeno 
encontrado na maioria dos tratamentos (exceto para CTR e S + CT + UVBR). As 
oliveiras a recuperar do tratamento UVB (UVBR) apresentaram a menor (P ≤ 0,05) 
quantidade de lup-20(29)-en-3-al (tabela 4) sendo este composto igual nos restantes 
tratamentos (P ≥ 0,05). Já o aldeído ursólico encontra-se em maior (P ≤ 0,05) 
quantidade nas folhas em condições de controlo e em menor nos tratamentos CR, UVBR 
e S + CT + UVBR.     
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Figura 26. Percentagem de terpenos presentes nas folhas de oliveira após o período de recuperação de 
cada tratamento – CR, SR, CTR, UVBR e S + CT + UVBR. 
 
 Ao contrário do que aconteceu nas plantas submetidas aos tratamentos de stress, 
na recuperação os açúcares encontram-se mais elevados que os esteróis, como indicam a 
tabela 4 e a figura 24. A figura 27 mostra que é no controlo (CR) que os açúcares se 
encontram em quantidade mais elevada (37%), seguido do tratamento SR (29%). Á 
semelhança do verificado logo após os tratamentos de stress, também na recuperação o 
D-sorbitol/D-manitol destaca-se em todos os tratamentos seguido da gluconolactona 
(tabela 4). A maior (P ≤ 0,05) quantidade de D-sorbitol/D-manitol foi encontrada nas 
oliveiras em condições de controlo. Já a gluconolactona encontra-se em igual (P ≥ 0,05) 
quantidade do controlo, SR, UVBR e S + CT + UVBR.   
 Por fim, tal como já foi referido, encontram-se os esteróis: estigmast-5-en-3-ol e 
o β-sitosterol (tabela 4 e figura 24). De modo geral os esteróis encontram-se mais 
elevados no controlo (CR: 27%), seguido do tratamento SR (23%) e do tratamento S + 
CT + UVBR (19%) e, em quantidades inferiores nos tratamentos CTR e UVBR (16% e 
15%, respetivamente), como se verifica na figura 27. Analisando cada composto 
individualmente, como se encontra registado na tabela 4, verifica-se que ambos se 
encontram mais elevados no controlo (CR), no entanto o β-sitosterol não apresenta 
diferenças (P ≥ 0,05) entre este e o tratamento SR. Também é nos tratamentos CTR, 
UVBR e S + CT + UVBR que o estigmast-5-en-3-ol se encontra mais baixo (P ≤ 0,05) 
em relação ao controlo. 
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Figura 27. Percentagem açúcares e polióis presentes nas folhas de oliveira após o período de recuperação 
de cada tratamento – CR, SR, CTR, UVBR, S + CT + UVBR. 
  
 
4. Composição fenólica e atividade antioxidante dos extratos de folhas de 
oliveiras após um período de recuperação dos tratamentos de stress 
 A tabela 5 resume a composição fenólica das folhas de oliveira após o período 
de recuperação de cada tratamento - CR, SR, CTR, UVBR e S + CT + UVBR. Através de 
LC-MS, foram identificados 22 compostos pertencentes às famílias dos flavonoides, 
secoiridoides, ácidos carboxílicos e derivados do ácido hidroxicinâmico. 
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Tabela 5. Composição fenólica dos extratos de folhas de oliveira (g/Kg PS) após recuperação de cada tratamento - controlo (CR), seca (SR), choque térmico (CTR), 
radiação ultravioleta-B (UVBR) e stresses combinados (S + CT + UVBR). Os valores representam média ± desvio padrão (n = 3 - 4). Em cada linha, letras diferentes 
indicam diferenças estatísticas (P ≤ 0,05) entre os tratamentos. 
Pico Composto m/z MS2 C R S R CT R UVB R S+CT+UVB R Referência 
Derivados do Ácido Hidroxicinâmico 
10 Verbascósido 623 461 0,103 ± 0,022 a 0,087 ± 0,022 a 0,064 ± 0,01 a 0,074 ± 0,019 a 0,109 ± 0,019 a 
(Cardoso et al., 2005; Kanakis 
et al., 2013; Kontogianni et 
al., 2013; Quirantes-Piné et 
al., 2013a) 
Ácidos Carboxílicos 
1 Ácido Quínico 191 127; 85; 93 1,806 ± 0,100 cd 2,119 ± 0,111bc 2,522 ± 0,029 a 1,736 ± 0,139 d 2,188 ± 0,225 ab 
(Quirantes-Piné et al., 2013a; 
Spínola et al., 2014) 
4 
Ácido Cafeoil-
Quínico 
353 191 0,279 ± 0,056 c 0,358 ± 0,029 bc 0,481 ± 0,049 a 0,271 ± 0,054 c 0,473 ± 0,029 ab 
 
(Cardoso et al., 2005) 
Total 2,085 2,477 3,003 2,007 2,661  
Secoiridoides 
2 
Isómero de 
Oleósido 
389 
183; 165; 
121; 209 
0,665 ± 0,087c 0,955 ± 0,080 ab 0,969 ± 0,080 a 0,713 ± 0,035 bc 1,087 ± 0,172 a 
(Cardoso et al., 2005; Fu et 
al., 2010b; Quirantes-Piné et 
al., 2013a) 
3 Tirosol 137 137 0,010 ± 0,003 b 0,009 ± 0,003 b 0,022 ± 0,005 a 0,006 ± 0,0002 b 0,023 ± 0,006 a (Sanz et al., 2012) 
5 Oleósido 389 
345; 209; 
121; 165 
0,033 ± 0,008 b 0,044 ± 0,007 ab 0,052 ± 0,003 a 0,030 ± 0,001b 0,050 ± 0,011 a 
(Cardoso et al., 2005; Kanakis 
et al., 2013; Sanz et al., 2012) 
 
5
2
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Pico Composto m/z MS2 C R S R CT R UVB R S+CT+UVB R Referência 
6 
Derivado da 
Aglicona de 
Oleuropeína 
377 197; 153 0,019 ± 0,005 a 0,023 ± 0,004 a 0,024 ± 0,004 a 0,015 ± 0,001a 0,028 ± 0,007 a 
(Cardoso et al., 2005; Fu et 
al., 2010b) 
13 
Isómero de 
Oleuropeína 
Diglucósido 
701 539 0,337 ± 0,067 ab 0,379 ± 0,011 ab 0,453 ± 0,106 ab 0,286 ± 0,034 b 0,497 ± 0,043 a 
(Fu et al., 2010b; Quirantes-
Piné et al., 2013a) 
16 Metiloleuropeína 553 391; 359 0,072 ± 0,015 a 0,004 ± 0,001 b 0,013 ± 0,005 b 0,008 ± 0,001 b ND (Quirantes-Piné et al., 2013b) 
17 
2"-
metoxioleuropeína 
569 
537; 403; 
407 
0,062 ± 0,015a ND 0,012 ± 0,003b 0,008± 0,001c 0,003 ± 0,0002d (Talhaoui et al., 2015) 
18 Oleuropeína 539 
377; 307; 
275 
1,363± 0,188b 1,445± 0,111b 2,347 ± 0,180 a 1,300 ± 0,047b 2,251± 0,360a 
(Cardoso et al., 2005; Fu et 
al., 2010b; Kanakis et al., 
2013; Kontogianni et al., 
2013; Quirantes-Piné et al., 
2013a; Sanz et al., 2012) 
21 
Isómero de 
Lucidumósido C 
583 
537; 403; 
223 
0,315 ± 0,086 c 0,474 ± 0,042 b 0,625 ± 0,053 a 0,348 ± 0,015 bc 0,616 ± 0,056 a (Quirantes-Piné et al., 2013a) 
22 
Ligstrósido 
 
523 
361; 291; 
259 
0,016 ± 0,010 c 0,086 ± 0,016 a 0,078 ± 0,003 a 0,002 ± 0,0003 c 0,054 ± 0,010 b 
(Kontogianni et al., 2013; 
Quirantes-Piné et al., 2013a; 
Sanz et al., 2012) 
Total 2,8926 3,419 4,5946 2,7155 4,6081  
Flavonoides 
7 Rutina 609 301 0,517 ± 0,171 
b 0,764 ± 0,055ab 0,779 ± 0,09ab 0,653 ± 0,136ab 0,930± 0,048 a 
(Cardoso et al., 2005; Fu et 
al., 2010b) 
5
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Pico 
Composto m/z MS2 C R S R CT R UVB R S+CT+UVB R Referência 
8 
Isómero de 
Rutinósido de 
Luteolina 1 
593 285 0,780 ± 0,137 d 1,022 ± 0,071 bc 1,094 ± 0,114 b 0,827 ± 0,089 cd 1,348 ± 0,027 a 
(Cardoso et al., 2005; 
Kanakis et al., 2013; 
Kontogianni et al., 2013) 
9 
Quercetina-O-
hexósido 
463 301; 300 0,066 ± 0,005 ab 0,115 ± 0,019 a 0,020± 0,007 b 0,064 ± 0,027 ab 0,122 ± 0,038 a (Jaiswal et al., 2012) 
11 
Apigenina-7-O-
rutinósido 
577 269 0,126 ± 0,042 a 0,062 ± 0,012 ab 0,041 ± 0,013 b 0,051 ± 0,021 b 0,127 ± 0,025 a (Quirantes-Piné et al., 2013a) 
12 
Quercitina-O-
deoxihexósido 
447 301; 300 0,197 ± 0,049 ab 0,210 ± 0,015 ab 0,219 ± 0,071 ab 0,152 ± 0,017 b 0,286 ± 0,018 a (Spínola et al., 2014) 
14 
Isómero de 
Glucósido de 
Luteolina 
447 285 0,613 ± 0,084 a 0,835 ± 0,074 a 0,903 ± 0,143 a 0,636 ± 0,024 a 0,869 ± 0,157 a 
(Cardoso et al., 2005; Fu et 
al., 2010b; Quirantes-Piné et 
al., 2013a) 
15 
7-O-
(Glucopiranosil-D)-
crisoeriol 
461 299; 446 0,333 ± 0,064 b 0,687 ± 0,054 a 0,645 ± 0,164 a 0,499 ± 0,014 ab 0,668 ± 0,115 a (Fu et al., 2010b) 
19 
Isómero de 
Rutionósido de 
Luteolina 2 
539 285 2,054 ± 0,386 b 3,044 ± 0,245 a 3,449 ± 0,361 a 2,118 ± 0,120 b 3,475 ± 0,348 a 
(Cardoso et al., 2005; 
Kanakis et al., 2013; 
Kontogianni et al., 2013) 
20 
Derivado do 
Campferol 
583 285 1,943 ± 0,374c 2,780 ± 0,011b 3,100 ± 0,211 a 1,982 ± 0,017b 3,393 ± 0,208 a (Spínola et al., 2014) 
Total 6,629 9,520 10,251 6,982 11,218  
ND – não detetado 
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Figura 28. Representação gráfica do total de derivados do ácido hidroxicinâmico, ácidos carboxílicos, 
secoiridoides, e flavonoides (g/Kg PS) presentes nas folhas de oliveira após o período de recuperação –CR, 
SR, CTR, UVBR e S + CT + UVBR. 
 
 Da análise da tabela 5 e da figura 28 verifica-se que a grande maioria dos 
compostos identificados por LC-MS nas folhas de oliveira após o período de recuperação 
são flavonoides seguido dos secoiridoides e dos ácidos carboxílicos e, em minoria, os 
derivados do ácido hidroxicinâmico. 
  
 
Figura 29. Percentagem de flavonoides presentes nas folhas de oliveira após período de recuperação – CR, 
SR, CTR, UVBR e S + CT + UVBR. 
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Os flavonoides identificados são 9, tal como referido na tabela 5. Estes compostos 
encontram-se sobretudo nos tratamentos S + CT + UVBR (25%) e CTR (23%), tal como 
indica a figura 29. Em quantidades inferiores estão nos tratamentos CR (15%) e UVBR 
(16%). Estando 21% dos flavonoides no tratamento SR (figura 29). Os flavonoides mais 
abundantes, em todos os tratamentos, são ambos os isómeros de rutinósido de luteolina e 
também o campferol. As maiores (P ≤ 0,05) quantidades do isómero de rutinósido de 
luteolina 2 foram encontradas nas oliveiras dos tratamentos S + CT + UVBR, CTR e SR. Já 
o isómero de rutinósido de luteolina 1 foi encontrado em maior quantidade apenas nas 
oliveiras do tratamento S + CT + UVBR. Os tratamentos S + CT + UVBR e CTR 
apresentaram os valores mais elevadas (P ≤ 0,05) de campferol. 
 
 
Figura 30. Percentagem de secoiridoides e ácidos carboxílicos presentes nas folhas de oliveira após período 
de recuperação – CR, SR, CTR, UVBR e S + CT + UVBR. 
 
 O segundo grupo mais abundante é os secoiridoides, no entanto é inferior a metade 
dos flavonoides (tabela 5 e figura 28). Os tratamentos S + CT + UVBR e CTR, são os que 
apresentam maior quantidade de secoiridoides, com 25% dos secoiridoides em cada, já os 
restantes tratamentos variam entre 15% no tratamento UVBR e 19% no tratamento SR 
(figura 30). Á semelhança do que ocorreu nas oliveiras logo após os tratamentos de stress, 
o secoiridoide mais abundante nas folhas de oliveira após recuperação dos tratamentos de 
C R
16%
S R
19%
CT R
25%
UVB R
15%
S+CT+U
VB R
25%
Secoiridoides
C R
17%
S R
20%
CT R
25%
UVB R
16%
S+CT+ 
UVB R
22%
Ácidos Carboxílicos
57 
 
stress é a oleuropeína, que corresponde a cerca de metade do total de secoiridoides. A 
oleuropeína encontra-se em quantidades superiores nos tratamentos CTR e S + CT + UVBR 
(sem diferença entre eles, P ≥ 0,05) e em quantidades inferiores nos restantes tratamentos. 
 Seguem-se os ácidos carboxílicos, tal como indicam a tabela 5 e a Figura 28. Os 
ácidos carboxílicos estão presentes sobretudo no tratamento CTR (25%), seguido dos 
tratamentos S + CT + UVBR (22%) e SR (20%), e, em menor quantidade nos tratamentos 
CR (17%) e UVBR (16%), como se encontra representado na Figura 30. O ácido quínico é o 
ácido carboxílico mais abundante em todos os tratamentos, tal como se verificou nas 
oliveiras imediatamente após os tratamentos de stress. As oliveiras do tratamento CTR 
apresentam uma quantidade de ácido quínico superior (P ≤ 0,05) às dos tratamentos SR, 
UVBR e CR (tabela 5). 
 Por fim, encontra-se o verbascósido, o único derivado do ácido hidroxicinâmico 
identificado, tal como se observa na tabela 5. A quantidade de verbascósido presente nos 
diferentes tratamentos varia entre 0,109 e 0,064 g de composto/ Kg de folhas secas, no 
entanto não existem diferenças significativas entre os vários tratamentos (P ≥ 0,05). 
 
 Os resultados da atividade antioxidante de cada extrato fenólico das folhas de 
oliveira após o período de recuperação encontram-se registados na Tabela 6. Da análise da 
tabela verifica-se que a atividade antioxidante varia entre 0,149 e 0,124, no entanto, os 
diferentes tratamentos não apresentam diferenças estatísticas entre si (P ≥ 0,05). 
 
Tabela 6. Atividade antioxidante (mg equiv quercetina mg
-1 
extrato) do perfil fenólico de cada extrato de 
folhas de oliveira após o período de recuperação – CR, SR, CTR, UVBR e S + CT + UVBR. Os valores 
representam média ± desvio padrão (n =5). Letras diferentes indicam diferenças estatísticas (P ≤ 0,05) entre 
os tratamentos. 
 C R S R CT R UVB R S + CT + UVBR 
AA 0,124 ±0,028
a
 0,119 ± 0,037
a
 0,140± 0,034
a
 0,149 ±0,033
a
 0,124 ±0,033
a
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DISCUSSÃO 
Existem diversos trabalhos que focam apenas o efeito de um stress abiotico na 
fisiologia da oliveira (ex. Bacelar et al. 2006, Koubouris et al. 2015) e poucos estudam o 
seu efeito no metabolismo ou perfil de metabolitos das folhas (Liakopoulos et al. 2006). 
Também a aplicação de vários stresses abióticos em simultâneo e os seus efeitos na 
oliveira é praticamente desconhecida. Nogués et al. (2000) apresentam um trabalho de 
campo em oliveiras sobre o efeito da seca e radiação UVB, mas estuda apenas os seus 
efeitos a nível fotossintético. O presente trabalho descreve pela primeira vez o perfil, 
fenólico e lipofílico, de folhas de oliveiras expostas a três stresses abióticos em simultâneo 
e descreve também a seu perfil após recuperação dos stresses. Desta análise foram 
identificados 49 compostos pertencentes a dez famílias (com poucas exceções) e 
demonstrou-se a que a aplicação de stresses, quer individualmente quer em conjunto, altera 
a produção de vários compostos, nomeadamente os compostos fenólicos que tem um 
elevado interesse industrial e farmacêutico.  
  
1. Perfil de metabolitos nas folhas de oliveira da variedade Cobrançosa 
 Os compostos presentes nas folhas de oliveira podem depender de fatores como a 
variedade de oliveira, a estação do ano, o local onde a planta se desenvolve entre outros 
(Brahmi et al., 2014; Malheiro et al., 2016; Romero et al., 2016). Na variedade estudada 
(Cobrançosa) os compostos que mais se destacaram foram os flavonoides, os alcanos e os 
secoiridoides.  Também na literatura são os compostos fenólicos (flavonoides e 
secoiridoides) que mais se evidenciam nas folhas de oliveira de diferentes variedades, entre 
eles destacam-se alguns secoiridoides, como a oleuropeína, derivado da aglicona de 
oleuropeína, ligstrósido, hidroxitirosil, oleósido, e flavonoides, como o isómero de 
glucósido de luteolina (Kontogianni et al., 2013; Quirantes-Piné et al., 2013b; Romero-
García et al., 2016). Igualmente, nos resultados obtidos evidenciou-se a oleuropeína, como 
principal secoiridoide, contudo, contrariamente aos restantes autores, os principais 
flavonoides detetados no presente trabalho foram os isómerosde luteolina e o campferol. 
Relativamente aos alcanos, geralmente encontram-se nas folhas de oliveira alcanos de 
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cadeia longa (entre n-C29 e n-C33) (Mihailova et al., 2015), tal como indicam os resultados 
obtidos em que foram identificados seis alcanos. 
 Depois dos flavonoides, alcanos e secoiridoides, encontraram-se quantidades 
consideráveis de ácidos gordos e terpenos. Os ácidos gordos identificados foram seis, 
destacando-se o ácido palmítico e o ácido oleico que foram os únicos ácidos gordos 
presentes em quantidades quantificáveis. Estes resultados aproximam-se dos resultados 
obtidos em oliveiras de outras variedades, onde além do ácido palmítico e do ácido oleico, 
também se destacou o ácido linolénico (Cavalheiro et al., 2015). Outros ácidos gordos 
detetados por Cavalheiro et al. (2015), ainda que em quantidades inferiores, também foram 
identificados nas folhas de oliveira em estudo, embora em quantidades vestigiais, como o 
ácido linoleico e esteárico. Quanto aos terpenos, Olmo-García et al. (2016) detetaram 
quantidades mais elevadas de ácidos oleanólico, maslínico e ursólico. No entanto, no 
presente trabalho destacaram-se o lupeol e o lup-20(29)-en-3-al e, dos compostos referidos 
por Olmo-García et al. (2016), apenas o ácido ursólico foi detetado. 
 Em quantidades inferiores surgiram alguns ácidos carboxílicos, derivados do ácido 
hidroxicinâmico, açúcares e esteróis. Os ácidos carboxílicos detetados nas folhas de 
oliveira estudadas foram o ácido quínico e o ácido cafeoil-quínico, ambos os compostos 
foram previamente identificados em folhas de oliveira (ácido quínico) e azeitona (ácido 
cafeoil-quínico) por Cardoso et al. (2005) e Quirantes-Piné et al. (2013a), no entanto, não 
existem na literatura referências á sua quantificação em folhas de oliveira o que pode ser 
justificado pela sua baixa incidência. Nos resultados obtidos Brahmi et al., (2014) o único 
derivado do ácido hidroxicinâmico referido foi o ácido cumárico, no entanto, Quirantes-
Piné et al. (2013b) identificaram o verbascósido e o isoverbascósido. Neste trabalho foi 
também identificado apenas um derivado do ácido hidroxicinâmico, o verbascósido. No 
que diz respeito aos açúcares presentes nas folhas de oliveira, estudos indicaram que a 
maioria corresponde à glucose (Romero-García et al., 2016). Todavia, os resultados 
obtidos demonstram que o manitol se encontra em concentrações superiores, 
correspondendo ao açúcar maioritário nas folhas de oliveira analisadas, resultados que já 
tinham sido obtidos por Oddo et al. (2002). Por fim os esteróis identificados foram dois, o 
β-sitosterol e estigmast-5-en-3-ol, predominando o β-sitosterol, tal como anteriormente 
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verificado por Orozco-Solano et al. (2010a, 2010b). No entanto, os referidos autores 
detetaram ainda a presença de campesterol, colesterol e avenasterol.  
 
2. Perfil de metabolitos e atividade antioxidante das folhas de oliveira após 
exposição a stresses e recuperação 
 Uma forma de proteção das plantas contras os stresses ambientais é a presença de 
ceras epicuticulares (Mihailova et al., 2015). Na oliveira as ceras epicuticulares têm um 
papel muito importante, principalmente em condições de seca, pois aumenta a resistência à 
difusão de vapor de água pela membrana cuticular, restringindo a transpiração através dos 
estomas, e consequentemente prevenindo a desidratação (Bacelar et al., 2006). Na oliveira, 
os principais componentes destas ceras são triterpenos (maioritariamente eritradiol e α- e 
β-amirina), alcanos de cadeia longa, álcoois, aldeídos, ácidos gordos (C16 - C28) e ésteres 
de alquilo, podendo variar a sua composição e quantidade nas folhas de diferentes 
variedades de oliveira (Bianchi et al., 1992; Mihailova et al., 2015).  
 
Figura 31. Alterações verificadas nos alcanos presentes nas folhas de oliveira durante a exposição e 
recuperação dos diferentes tratamentos relativamente aos respetivos controlos (valores positivos indicam que 
houve aumento e valores negativos indicam que houve diminuição). * - diferença significativa entre os 
tratamentos. 
 
 Os alcanos são um dos principais constituintes das ceras epicuticulares das plantas 
(Le Provost et al., 2013). Vários estudos indicaram que stresses ambientais, como por 
exemplo a radiação elevada de UVB aumentou a quantidade de n-alcanos presentes nas 
folhas de Nicotiana tabacum (planta do tabaco), enquanto as temperaturas elevadas durante 
o desenvolvimento da folha de Citrus aurantium (laranjeira) diminuiu as quantidades de 
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alcanos (Shepherd e Wynne Griffiths, 2006). Já o stress hídrico reduziu a quantidade de 
alcanos das folhas de Arachis hypogaea (planta do amendoim) enquanto outros estudos em 
Gossypium hirsutum (algodoeiro) demonstraram um aumento dos alcanos (Shepherd e 
Wynne Griffiths, 2006). No presente trabalho tanto após a aplicação de stress como após a 
recuperação, a tendência foi sempre para diminuir a quantidade destes compostos (figura 
31).  
 
Figura 32. Alterações verificadas nos terpenos presentes nas folhas de oliveira durante a exposição e 
recuperação dos diferentes tratamentos relativamente aos respetivos controlos (valores positivos indicam que 
houve aumento e valores negativos indicam que houve diminuição). * - diferença significativa entre os 
tratamentos. 
 
 Os terpenos, para além de serem constituintes das ceras, apresentam também 
atividade antioxidante (Allouche et al., 2010). Estudos anteriores demonstraram que tanto 
o stress hídrico como a radiação elevada de UVB provocaram um aumento da produção de 
terpenos em outras espécies (Gil et al., 2012; Savoi et al., 2016). Em relação á 
temperatura, uma diminuição da quantidade de monoterpenos foi registada em 
Pseudotsuga menziesii (Snow et al., 2003). O aumento dos terpenos em resposta a stresses 
abióticos está relacionado com a sua capacidade antioxidante, por exemplo o aumento de 
timol-β-D-glucopiranósido em resposta ao stress está relacionado com a sua capacidade de 
neutralizar radicais livres que provocam danos nas plantas (Yu et al., 2016). Neste 
trabalho, verificou-se que logo após os stresses o perfil destes metabolitos manteve-se mas, 
após o período de recuperação diminuiu (figura 32). 
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Figura 33. Alterações verificadas nos ácidos gordos presentes nas folhas de oliveira durante a exposição e 
recuperação dos diferentes tratamentos relativamente aos respetivos controlos (valores positivos indicam que 
houve aumento e valores negativos indicam que houve diminuição). * - diferença significativa entre os 
tratamentos. 
 
Os ácidos gordos, para além de se encontrarem nas ceras, são também constituintes 
importantes das membranas. Estudos em oliveira demonstraram que o aumento da 
temperatura reduziu a quantidade dos ácidos gordos insaturados, nomeadamente do ácido 
oleico, e aumentou os ácidos gordos saturados, como o ácido palmítico (Donaire e Lopez-
Gorgé, 1978; Nejad e Niroomand, 2007). Também em Arabidopsis, o aumento da 
temperatura alterou a composição dos ácidos gordos das membranas diminuindo os níveis 
de ácidos gordos insaturados e aumentando os níveis dos ácidos saturados. Toumi et al. 
(2008) demonstraram que, na videira, a seca aumentou a quantidade dos ácidos gordos 
insaturados, enquanto Zhong et al. (2011) obtiveram resultados contrários, a seca provocou 
uma descida dos ácidos gordos insaturados. Na variedade de oliveira Chemlali, a seca 
diminui a quantidade de ácido esteárico e oleico e aumentou a de ácido linolénico, 
enquanto na variedade Chetoui diminuiu a quantidade de ácido palmitoleico, esteárico e 
linoleico e aumentou a de ácido linolénico (Guerfel et al 2008). Relativamente à radiação 
elevada de UVB, alguns estudos em várias espécies não reportaram alterações 
significativas na composição de ácidos gordos das folhas (Young et al., 2006). Contudo, 
outros estudos demonstraram que a radiação UVB pode destruir os ácidos gordos 
insaturados levando à perda da integridade da membrana (Kataria et al., 2014). Já neste 
estudo, nenhum dos stresses afetou de modo significativo os ácidos palmítico e oleico 
presentes nas folhas de oliveira, mas durante a recuperação a quantidade destes diminuiu 
(figura 33). A divergência entre os resultados obtidos e a literatura pode ser explicada, por 
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exemplo, por diferenças na intensidade e a duração de exposição aos stresses e também 
pela espécie em si. 
A ausência de alterações no perfil de resposta dos alcanos, terpenos e ácidos gordos 
logo após a aplicação dos stresses, pode indicar que os tratamentos de stress não foram 
suficientes (severos) para induzir um aumento significativo das ceras epicuticulares como 
primeira resposta aos stresses. Sendo que a oliveira é uma espécie bem adaptada a stresses 
abióticos outros mecanismos, morfológicos ou fisiológicos, de resposta aos stresses podem 
ter sido despoletados, por exemplo, o aumento do enrolamento foliar e a exposição vertical 
das folhas para minimizar a quantidade de radiação intercetada ou o fecho estomático e a 
redução do número e do tamanho dos estomas para diminuir a perda de água em condições 
de seca e calor (Bacelar et al. 2006). Já a redução dos alcanos, terpenos e ácidos gordos 
durante o período de recuperação sugere que estes compostos poderão estar associados a 
mecanismos de restabelecimento da oliveira. 
 
Figura 34. Alterações verificadas nos esteróis presentes nas folhas de oliveira durante a exposição e 
recuperação dos diferentes tratamentos relativamente aos respetivos controlos (valores positivos indicam que 
houve aumento e valores negativos indicam que houve diminuição). 
 
 Para além dos alcanos, terpenos e ácidos gordos, os esteróis são também 
constituintes importantes das membranas. Sendo que estes compostos têm um papel 
importante na regulação da fluidez, e também estão envolvidos na modulação da atividade 
de algumas enzimas relacionadas com a membrana. Em folhas de videira verificou-se um 
aumento da estabilidade da membrana após a exposição a radiação elevada de UVB que foi 
associado ao aumento do β-sitosterol (Berli et al., 2010). Os resultados obtidos indicam 
que logo a exposição aos stresses não se verificou alteração nos esteróis, havendo uma 
redução significativa nestes compostos após o período de recuperação (figura 34). A 
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ausência de alterações nestes compostos logo após os tratamentos de stress sugere que não 
houve danos nas membranas, provavelmente porque esta espécie é muito tolerante a 
stresses abióticos (Bacelar et al., 2006). A redução dos esteróis durante o período de 
recuperação pode significar que estes compostos poderão estar associados a outros 
mecanismos de recuperação da planta.  
 
Figura 35. Alterações verificadas nos açúcares presentes nas folhas de oliveira durante a exposição e 
recuperação dos diferentes tratamentos relativamente aos respetivos controlos (valores positivos indicam que 
houve aumento e valores negativos indicam que houve diminuição). 
 
 Os açúcares são a principal fonte de energia produzida pelas plantas, mas também 
apresentam um papel importante a nível estrutural, nomeadamente na constituição da 
parede celular, e podem contribuir para o ajuste osmótico (Gómez-González et al., 2010). 
Na oliveira, a seca conduz à acumulação de açúcares nas folhas de modo a manter pressão 
osmótica e preservar a integridade das membranas (Bacelar et al., 2006). Porém, noutras 
espécies, a radiação UVB tanto induziu um aumento (Araújo et al., 2016)como diminuição 
(Salama et al., 2011) de açúcares. Já as temperaturas elevadas também favoreceram o 
aumento na produção de açúcares para regular a atividade osmótica e proteger as estruturas 
celulares (manter a estabilidade das membranas) (Bita e Gerats, 2013). Neste trabalho, a 
aplicação dos tratamentos de stress não provocou alteração no perfil de açúcares, no 
entanto, após a recuperação estes diminuíram (figura 35). Esta diminuição após o período 
de recuperação pode dever-se á utilização dos açúcares disponíveis para a regeneração da 
planta nomeadamente repor o crescimento (Araújo et al., 2016; Bacelar et al., 2006). 
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Figura 36. Alterações verificadas nos flavonóides e derivados do ácido hidroxixinâmico presentes nas folhas 
de oliveira durante a exposição e recuperação dos diferentes tratamentos relativamente aos respetivos 
controlos (valores positivos indicam que houve aumento e valores negativos indicam que houve diminuição).  
* - diferença significativa entre os tratamentos. 
 
 O aumento de flavonoides e de derivados do ácido hidroxicinâmico em plantas 
expostas à seca e a elevadas temperaturas pode ser relacionada com a sua capacidade de 
neutralizar radicais livres (Tattini et al., 2004; Wahid et al., 2007). Também as plantas 
expostas à radiação UVB têm tendência para produzir flavonoides pois, além da 
capacidade antioxidante, também têm capacidade de absorver radiação UV (Falcone 
Ferreyra et al., 2012). Em condições de radiação elevada de UVB, a maior produção de 
ácido hidroxicinâmico tem como principal função formar uma barreira de proteção que 
impede a penetração da radiação UVB na planta (Kolb et al., 2003). Assim, era esperado 
um aumento geral da quantidade destes compostos nas folhas de oliveira após os 
tratamentos de stress. Contudo, tal como indica a figura 36, esse aumento não se verificou, 
houve apenas o aumento da quercetina-O-hexósido na aplicação de choque térmico, 
radiação elevada de UVB e stresses combinados. Já noutros estudos realizados com outras 
espécies, a quercetina e a quercetina glicósido foram os flavonoides destacados na reposta 
ao UVB (Agati et al., 2012). Kolb et al. (2003) demonstraram que a radiação UVB induziu 
especificamente a síntese de flavonoides orto-di-hidrixilados (ex. quercetina). As enzimas 
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antioxidantes também têm um papel importante na proteção da planta contra espécies 
reativas de oxigénio formadas como consequência dos stresses (Agati et al., 2012), o que 
poderá ter ocorrido nas oliveiras expostas aos tratamentos de stress. Já durante o período 
de recuperação dos stresses, a tendência observada para o aumento de flavonoides (figura 
36, em particular isómero de rutinósido de luteolina 1 e 2, 7-O-glucopiranosil-D-
crisoeriole campferol para SR, CTR, S + CT + UVBR) sugere que houve uma ativação do 
sistema antioxidante “secundário” (produção de flavonoides) em consequência de uma 
possível quebra na atividade das enzimas antioxidantes (Agati et al., 2012). 
 
Figura 37. Alterações verificadas nos secoiridoides presentes nas folhas de oliveira durante a exposição e 
recuperação dos diferentes tratamentos relativamente aos respetivos controlos (valores positivos indicam que 
houve aumento e valores negativos indicam que houve diminuição). 
 
 Existe pouca informação sobre o efeito de stresses abióticos no perfil de 
secoiridoides, e em Ligustrum vulgare (alfeneiro) o papel destes compostos em resposta à 
seca parece ser pouco significante (Tattini et al., 2004). Também em oliveira os 
secoiridoides parecem ter um papel pouco relevante em resposta à seca, temperatura 
elevada e stresses combinados uma vez que, de um modo geral, a quantidade destes 
compostos diminuiu (figura 37). Já na resposta à radiação de UVB a oleuropeína, 2”-
metoxioleuropeina, oleósido e seus isómeros poderão ter tido uma função protetora na 
planta atuando na neutralização de radicais livres (Kontogianni e Gerothanassis, 2012). 
Tattini et al., (2004) evidenciaram a oleuropeína como sendo um composto relevante na 
proteção contra efeitos nocivos provocados pela seca. Já na recuperação de SR, CTR e S + 
CT + UVBR, o aumento destes compostos (isómero de oleósido, tirosol, oleuropeína, 
lucidumósido C, ligstrósido) nas folhas de oliveira indicaram um possível envolvimento na 
regeneração e defesa da planta (Alagna et al., 2016) durante este período. 
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Figura 38. Alterações verificadas nos polifenois presentes nas folhas de oliveira durante a exposição e 
recuperação dos diferentes tratamentos relativamente aos respetivos controlos (valores positivos indicam que 
houve aumento e valores negativos indicam que houve diminuição). 
 
 Á semelhança do que se verificou para os flavonoides e os secoiridoides, também 
os polifenois, ácido quínico e ácido cafeoil-quínico, logo após os tratamentos de stress, de 
modo geral, não alteraram o seu perfil (figura 38). Contudo, no tratamento UVB verificou-
se um aumento do ácido cafeoil-quínico, também Casati e Walbot (2004), em Zea mays 
(milho), verificaram um aumento de ácido quínico em resposta a radiação UVB elevada. 
Também após exposição a um choque térmico, Chaves et al. (2011) registaram um 
aumento de ácido quínico em plantas jovens de Quercus suber (sobreiro). A análise dos 
resultados após a recuperação das oliveiras (figura 38) demonstrou que o choque térmico 
teve um efeito mais acentuado na produção destes compostos, justificando também o 
aumento nos stresses combinados. Possivelmente as condições energéticas favoráveis 
durante a recuperação levaram a um aumento da produção e armazenamento de ácido 
quínico e derivados (Herrmann, 1995). 
 A figura 39 sumariza as alterações verificadas (aumento, diminuição ou sem 
alteração) nas principais famílias de compostos identificados nas folhas de oliveiras. 
Existem diversas interligações entre diferentes vias metabólicas existentes nas folhas de 
oliveira, o que pode explicar o favorecimento da produção de alguns compostos em 
detrimento de outros. Tal ocorrência torna a manipulação os diferentes tratamentos de 
stress uma interessante forma de controlar a produção de compostos, principalmente 
fenólicos, com interesse industrial e farmacêutico. O facto de não haver alteração em 
muitas famílias de compostos, principalmente lipofílicos (açúcares e polióis, ácidos 
gordos, terpenos e esteróis) e também ácido hidroxicinâmico, logo após a exposição ao 
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stress, pode estar relacionado com a tolerância da oliveira a stresses abióticos (Bacelar et 
al. 2006). Já a diminuição da quantidade destes compostos durante o período de 
recuperação pode estar relacionada com a reposição do crescimento e manutenção celular, 
ou então podem estar a ser favorecidas outras vias de produção de outros compostos 
(flavonoides, secoiridoides e ácido quínico) em detrimento destas (figura 39). Tendo em 
conta os dados disponíveis na literatura para oliveira e outras espécies, é de notar que a 
divergência entre esses dados e os resultados obtidos neste trabalho pode ser explicada, por 
exemplo, por diferenças na aplicação, intensidade e duração de exposição aos stresses e 
também pela variedade e espécie em si. 
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Figura 39. Esquema síntese das alterações verificadas (para cada rectângulo cinzento a ↑ indica aumento,  ↓ diminuição ou = sem alteração) nas principais famílias de 
compostos identificados nas folhas de oliveiras logo após os tratamentos de stress e após o período de recuperação. As setas a vermelho correspondem aos resultados 
gerais obtidos para os tratamentos S, CT, UVB e S + CT + UVB, e as azuis correspondem aos resultados gerais obtidos para os tratamentos SR, CTR, UVBR e S + CT + 
UVBR. Setas azuis e vermelhas com contorno preto indicam casos específicos de descida ou subida de determinados compostos (dentro das famílias identificadas) após 
um ou vários tratamentos específicos. DAHP - 3-deoxi-D-arabinoeptulosonato 7-fosfato, P - fosfato, PEP – fosfoenolpiruvato.  
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A atividade antioxidante (AA) de diferentes extratos de folhas de oliveira está 
relacionada com a quantidade de compostos fenólicos que neles se encontram, tal como 
observaram Brahmi et al. (2014) e Kontogianni e Gerothanassis (2012), através da 
determinação da AA (pelo método de DPPH) de extratos de folhas de oliveira com 
diferentes concentrações de compostos fenólicos. Seria por isso de esperar um aumento na 
AA dos extratos de folhas de oliveira após o período de recuperação, onde houve um 
aumento de algumas famílias de compostos fenólicos. No entanto, apesar das alterações 
verificadas no perfil fenólico dos diferentes extratos, estas alterações não se refletem na 
sua AA (figura 40). Apesar dos referidos trabalhos terem utilizado o mesmo método para a 
avaliação da AA, as folhas de oliveira apresentam um perfil metabólico complexo que 
poderá interferir com a AA, não dependendo apenas dos compostos quantificados. 
 
Figura 40. Representação gráfica da AA (mg equiv quercitina mg
-1
 PS) dos extratos fenólicos obtidos de 
folhas de oliveira expostas a cada tratamento bem como a sua composição fenólica (g/Kg PS). * - diferença 
significativa entre os tratamentos. 
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CONCLUSÃO 
Neste trabalho é apresentado pela primeira vez o perfil, fenólico e lipofílico, de 
folhas de oliveiras expostas a três stresses abioticos em simultâneo.  As folhas de 
oliveira em estudo apresentaram um perfil metabólico semelhante ao que se encontra 
descrito na literatura, na qual são destacados os compostos fenólicos, como oleuropeína, 
isómero de rutinósido de luteolina e campferol, e também os alcanos. Podem também ser 
extraídos das folhas, embora em quantidades inferiores, alguns ácidos gordos, terpenos, 
esteróis, açúcares, derivados do ácido hidroxicinâmico e ácidos carboxílicos. 
 O perfil de metabolitos da folha de oliveira não é constante, alterando-se em 
resposta aos diferentes tratamentos de stress a que as oliveiras foram submetidas. De um 
modo geral, não se verificaram alterações provocadas pelos tratamentos de stress no perfil 
de metabolitos presentes nas folhas de oliveira em estudo, com exceção da redução de 
alcanos e secoiridoides. No entanto, o tratamento com radiação elevada de UVB conduziu 
ao aumento de alguns secoiridoides, como oleósidos, 2”-metoxioleuropeína e oleuropeína, 
alguns flavonoides, nomeadamente quercetina-O-hexósido e isómero de rutinósido de 
luteolina, e do ácido cafeoil-quínico, sendo estes os compostos mais importantes na planta 
em resposta ao referido tratamento. Também durante a recuperação estas famílias de 
compostos, secoiridoides e flavonoides, apresentaram um papel de destaque a par com o 
ácido quínico. Já as restantes famílias de compostos identificadas, nomeadamente 
compostos lipofílicos (açúcares e polióis, ácidos gordos, terpenos e esteróis) e também 
ácido hidroxicinâmico, não desempenharam um papel fulcral para a manutenção e 
recuperação da planta quer durante quer após um período de stress. 
 Já a nível da atividade antioxidante, não se verificou uma relação entre as alterações 
provocadas pelos diferentes tratamentos de stress nos metabolitos presentes nas folhas de 
oliveira e os resultados obtidos pelo método do DPPH. 
 Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que, a aplicação de stresses 
abióticos em oliveiras Cobrançosa, em particular a radiação elevada de UVB, poderá ser 
usada para modular, a nível das folhas, a produção de alguns compostos fenólicos com 
interesse industrial e farmacêutico. 
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ANEXOS 
Anexo 1. Padrões utilizados na quantificação de compostos lipofílicos 
 
Tabela 7. Registo de A/Api média para cada concentração de octadecano (mg/mL). 
[Octadecano] (mg/mL) A/Api 
0,765 7,797 
0,612 5,523 
0,459 3,703 
0,306 1,978 
0,238 0,200 
 
 
Figura 41. Reta de calibração de octadecano (padrão utilizado para a quantificação de alcanos) 
 
Tabela 8. Registo de A/Api média para cada concentração de ácido palmítico (mg/mL). 
[Ácido Palmítico] (mg/mL) A/Api 
8,500 86,843 
4,300 36,251 
2,800 21,798 
1,400 10,036 
0,500 2,600 
0,008 0,970 
0,005 0,639 
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Figura 42. Reta de calibração de ácido palmítico (padrão utilizado para a quantificação de ácidos gordos) 
 
Tabela 9. Registo de A/Api média para cada concentração de maltose (mg/mL). 
[Maltose] (mg/mL) A/Api 
0,327 7,886 
0,221 4,709 
0,169 3,351 
0,085 1,348 
0,024 0,515 
0,009 0,062 
 
 
Figura 43. Reta de calibração de colesterol (padrão utilizado para a quantificação de esteróis e terpenos) 
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Tabela 10. Registo de A/Api média para cada concentração de colesterol (mg/mL). 
[Colesterol] (mg/mL) A/Api 
0,726 10,917 
0,429 7,215 
0,165 1,200 
0,100 0,773 
0,080 0,569 
0,060 0,340 
0,040 0,230 
 
 
Figura 44. Reta de calibração de colesterol (padrão utilizado para a quantificação de esteróis e terpenos) 
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Anexo 2. Padrões utilizados na quantificação dos compostos fenólicos 
 
Tabela 11. Registo da área média para cada concentração de ácido cafeico (mg/mL). 
[Ácido Cafeico] (mg/mL) Área 
0,126 3158326 
0,010 283438 
0,001 22263 
 
 
Figura 45. Reta de calibração de ácido cafeico (padrão utilizado para a quantificação de derivados do ácido 
hidroxicinâmico e de secoiridoides). 
 
Tabela 12. Registo da área média para cada concentração de ácido ursólico (mg/mL). 
[Ácido ursólico] (mg/mL) Área 
0,510 4257257 
0,005 43117 
5,100 ×105 9970 
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Figura 46. Reta de calibração de ácido ursólico (padrão utilizado para a quantificação de ácidos 
carboxílicos). 
 
Tabela 13. Registo da área média para cada concentração de quercetina (mg/mL). 
[Quercetina] (mg/mL) Área 
0,528 6146177 
0,106 1275753 
0,042 537813 
0,011 118396 
0,001 9121 
 
 
Figura 47. Reta de calibração de quercetina (padrão utilizado para a quantificação de flavonoides). 
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Anexo 3. Padrão de quercetina usado na determinação da AA 
 
Tabela 14. Registo da absorvência média para cada concentração de quercetina. 
Quercetina (mg/mL) Abs Média 
0 0,685 
0,086 0,570 
0,129 0,504 
0,344 0,303 
 
 
Figura 48. Reta de calibração de quercetina (padrão utilizado para a determinação da AA). 
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